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Résumé

Dans le but de montrer I’importance des composés naturels d’origine marine, NOUS NOUS
sommes intéressés a étudier I’activité antibactérienne de 1’extrait d’algue marine rouge
Asparagopsis armata, récoltée aupres de la cote de 1’ouest algérien. Cing souches cliniques
des bactéries ont été utilisées, dont deux sont des Grams positifs (Micrococcus luteus,
Staphylococcus aureus), et trois Gram négatif (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae). L’activité antibactérienne a été évaluée par la méthode de diffusion
sur des disques. Quatre solvants ont été utilisés pour obtenir les différents extraits
acétonique, hexanique, dichlorométhanolique et méthanolique. L’activité antibactérienne de
I’extrait d’algue fraiche a été évaluée également. Les résultats obtenus ont montré que
I’activité antibactérienne de 1’algue rouge dépend de la polarit¢ du solvant d’extraction
utilisé.

Les résultats ont révélé aussi que tous les extraits présentent une activité importante vis-a-
vis des souches bactériennes étudiées, avec des diamétres de zones d’inhibition variables qui
sont compris entre 10 et 36 mm, et que le méthanol est le meilleur solvant d’extraction.

Les résultats montrent aussi que les bactéries a gram négatif étudiées, sont un peu moins

sensibles aux différents extraits utilisés, par rapport aux bactéries a gram positif.

Mots clés : Algue marine, Algue rouge, Asparagopsis armata, Bactérie, Activité

antibactérienne, Activité antimicrobienne.
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Abstract

In order to show the importance of natural compounds of marine origin, we are
interested in studying the antibacterial activity of the extract of red seaweed Asparagopsis
armata, collected from the coast of western Algeria. Five clinical bacteria strains were
used, which two of them are Gram-positive bacteria (Micrococcus luteus, Staphylococcus
aureus), and the other three are Gram-negative bacteria (Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae). The antibacterial activity was evaluated
through the disk diffusion method. Four solvents were used to obtain different extracts:
acetonic, hexanic, dichloromethanolic and methanolic. The antibacterial activity of the
fresh seaweed extract was also evaluated. The results showed that the antibacterial
activity of the red alga depends on the polarity of the extraction solvent used. The results
also revealed that all extracts show significant activity against studied bacterial strains,
with inhibition zone diameters varying between 10 and 36 mm. and that methanol is the
best extraction solvent.

The results also show that the studied gram-negative bacteria are a bit less sensitive to

the different extracts used compared to Gram-positive bacteria.

Keywords: Seaweed, Red Algae, Asparagopsis armata, Bacteria, Antibacterial

activity, antimicrobial activity.
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Introduction



La planéte bleue ou I’eau recouvre plus de 70% de sa surface. Elle abrite des organismes
marins riches en composés bioactifs a divers activités biologiques présentant une énorme
ressource de nouveaux composés (Yong-Xin et al., 2011).

L’étude des produits d’origine marine a débuté a la fin des années 70 et a conduit a
I’isolement plus de 21800 substances. Beaucoup d’extraits isolés présentent une potentialité
pharmacologique, bien supérieure a celle de produits naturels provenant de plantes ou
d’organismes terrestres (Blunt et al., 2012).

Parmi les organismes marins, les algues représentent une source riche en composés
bioactifs. Récemment, les chercheurs ont indiqué que les composés extraits d'algues marines
montrent diverses activités biologiques a savoir : des activités antioxydants, antimicrobiennes
et anti-inflammatoires (Balboa et al., 2013).

Grace aux diversités pigmentaires qu’elles contiennent, les algues sont capables de
transformer 1’énergie solaire en matiére organique et en oxygene. Ces organismes sont a
’origine d’environ 70% de la photosynthése planétaire (W. John et al., 1994).

La biodiversité des macro algues, rouges (rhodophycées), vertes (chlorophycées) et brunes
(phéophycées) nous offre la possibilité de trouver diverses variétés de composés naturels
ayant des propriétés biologiques trés intéressantes (Andrade et al., 2013).

Les algues marines sont une source de composees bioactives comme les composées
phénoliques, les vitamines, les acides gras essentiels, les fibres alimentaires, les protéines et
les sels minéraux (Chandini et al., 2008). Les métabolites trouvés dans les algues marines ont
des activités antimicrobienne, anti-oxydante, antivirale, anti-mutagéniques, anti-tumorale,
antidiabétique et anti-hypertensive (Andrade et al., 2013 ; Chew et al.,2008).

Lorsque les algues sont exposées aux conditions environnementales défavorables, telles
que les concentrations élevées en oxygeéne ou bien les rayons ultraviolets; il y’a la formation
des radicaux libres, et a d'autres oxydants forts, ils n‘ont aucun dommage sérieux. Ainsi,
I’algue produit des métabolites secondaires a caractéres antioxydants tels que les
caroténoides, fucoxanthine, phlorotanins et tocophérols (Widjaja-Adhi et al., 2010).

La résistance croissante des bactéries envers les antibiotiques existants est devenue un
probleme majeur dans le monde entier. Une des manieres d'empécher cette résistance est
I’¢élaboration des nouveaux composés qui ne sont pas basés sur les agents antimicrobiens
synthétiques existants. Ainsi, la recherche des nouvelles sources naturelles des écosystemes
marins a pu mener a l'isolement de nouveaux antibiotiques d’origine algale tels : ’acide
acrylique, composés aliphatiques halogénés, terpenes, composés hétérocycliques sulfurés et
inhibiteurs phénoliques (Chiheb et al., 2009).



Plusieurs produits naturels comprenant les composés halogénés, comme les haloformes,
les méthanes, les cétones, les acétates et les acrylates, sont décrits a partir du genre
Asparagopsis (McConnell and Fenical., 1977 ; Woolard et al., 1979). Les membres de la
famille des Bonnemaisoniaceae, ou appartiennent les espéces d’Asparagopsis, forment des
cellules spécialisées (Wolk., 1968 ; Womersley., 1998 ; Young., 1977) typiquement connues
comme vésicules ou les glandes cellulaires (Paul et al., 2006).

L’odeur puissante de ces algues est due a une huile essentielle composée principalement de
bromoforme avec une faible teneur des autres composés tel que bromine, chlorine et les
iodine contenant le méthane, 1’éthane, 1’éthanol, acétaldéhydes, acétone, 2-acetoxypropanes,
propenes, épxypropanes, acroléine et les buténones (Burreson et al., 1976). Les espéces
d’Asparagopsis sont reportés d’avoir des propriétés antifongiques, antibactériennes et
antiparasitaires (Bansemir et al., 2006 ; Burreson et al., 1975 ; Genovese et al., 2009, 2012 ;
Jiao et al., 2011; McConnell et Fenical, 1977 ; Salvador et al., 2007).

D’aprés nos connaissances aucune étude n’a été réalisée sur le pouvoir antibactérien de
I’extrait de 1’algue marine rouge Asparagopsis armata d’Algérie. Par conséquent, 1’objectif
principal de notre travail c’est d’évaluer I’activité antibactérienne de I’extrait de cette algue
vis-a-vis de quelques bactéries pathogénes en utilisant différents solvants d’extraction.

Ce mémoire a été organisé en différentes parties décrivant les étapes successives de cette
étude.

La premiére partie concerne un rappel bibliographique aussi précis que possible sur les
algues marines et leurs applications. Dans la deuxieme partie, nous décrirons les procédures
expérimentales mises en jeu dans cette étude. La troisiéme partie est consacrée a une
discussion des résultats expérimentaux obtenus. Une récapitulation succincte des résultats
ainsi que les perspectives ouvrant la voie a des études ultérieures sur 1’algue Asparagopsis

armata, sont regroupées dans la derniére partie.



Partie |

Synthése bibliographique



1. Géneralités :

Les algues sont des organismes eucaryotes chlorophylliens dépourvus de racines, de tiges
(absence de tissus vasculaires) et de feuilles, leurs appareil vegétatif relativement simple est
appelé « thalle » (Guillaume, 2010), elles sont donc classées dans le groupe des thallophytes,
elles peuvent étre libres ou fixés sur un support (Prescott L., 1995).

Elles se développant dans 1’eau ou dans des milieux trés humides. Bien que surtout
abondantes dans les eaux des mers, des lacs, des mares, des eaux courantes et des eaux
thermales, en trouvé également sur les rochers humides (Feldmann., 1963), et méme sur le sol
ou sur le tronc des arbres (Prescott L., 1995)

En plus de I’eau, I’air, la lumiére et les sels dissous, sont nécessaires a leur développement,
elles se nourrissent directement a partir de leur surface cellulaire et obtiennent les éléments
nutritifs nécessaires du milieu qui les baigne ou qui les humecte (Cabioc’h et al., 2006).

Les algues sont des organismes autotrophes, elles sont dons capables de faire la
photosynthése en présence de la lumiére, celle-ci est absorbée par 1’eau et en allant vers la
profondeur, 1’éclairement devient de plus en plus insuffisant pour assurer une assimilation
compensant les pertes dues a la respiration. C’est pour ca on les trouve dans les milieux
aquatiques dans les zones superficielles, qui en général, ne dépasse pas 40 a 60 meétres de
profondeur (ce qui représente a 1’échelle océanique une mince pellicule ; au-dela, le milieu
marin est dépourvu de producteurs).

Le vrai nombre d’espéces n’est pas bien déterminé vu leur diversité inconnue et leur
recensement et classification différente. Derniérement, le nombre d’espéces recensées est de
plus de 130 600 espéces (Guiry, 2014).

Certaines algues unicellulaires ne dépassent pas 2-3 pum de diameétre alors que d’autres,
comme les laminariales du genre Macrocystis, peuvent atteindre et méme dépasser 50 m de
long (Ozenda, 1990).

On distingue dans les populations algales deux grands ensembles. Le premier est constitué
d’espéces qui nagent ou flottent dans I’eau; elles sont généralement microscopique et
unicellulaires. Elles forment la partie végétale et productrice du plancton et phytoplancton (du
grec, plankton = errant). Le second ensemble phytobenthos (du grec, benthos = fond) ce sont

des espéces fixées au fond.



1.1.Structure des algues
1.1.1. Les macroalgues

Les macroalgues sont constituées a leur base par des crampons, leurs permettant de se fixer
sur un support. Elles absorbent les nutriments par toute la surface du thalle en contact avec
I’eau. Les crampons sont surmontés d’un pédoncule de longueur et de diameétre variable, le
stipe. L’algue se termine par une fronde qui peut étre découpée en filaments, cordons ou

lanieres (Hortense, 2011).

_~Stipe

LJ— ~= Crampons

Figure 1 : Représentation schématique d’une macro-algue brune de type fucale (Person.,
2011).

1.1.2. Les microalgues

La cellule unique des microalgues unicellulaires est capable d’assurer toutes les fonctions.
Leur taille est d’une dizaine de microns et la plupart d’entre elles sont adaptées a la flottaison.
De nombreuses espéces possédent un ou plusieurs flagelles mobiles qui leur conferent une

véritable aptitude a la nage (Hortense., 2011).



Figure 2 : Microalgues (Person, 2011).

1.2.Conditions de vie

Il'y a des algues pratiqguement partout sur notre planete. Elles sont peu exigeantes, il leur
suffit un peu de lumiére et de I’eau pour se développer. La plupart des algues vivent en effet
dans les océans, elles y représentent plus de 90% des végétaux. Les grandes algues vivent
plutdt le long des cétes rocheuses (Leclerc., 2010).
1.3. Classification et cycle de vie

Les algues ont des couleurs différentes selon leur pigmentation, ces pigments masquent
plus ou moins la chlorophylle, ce qui conduit a subdiviser les algues en trois groupes majeurs
. les chlorophycées, les rhodophycées et les phéophycées (Mohamed et al., 2012). Ces
derniers s’opposent par un ensemble de caractéres biochimiques, structuraux et fonctionnels
(Roland et al., 2008).

e Chlorophytes (algues vertes)

e Rhodophytes (algues rouges)

e Phéophytes ou Chromophytes (algues brunes)

e Cyanophytes (algues bleues)
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Figure 3 : Distribution des algues selon I’intensité lumineuse (Leclerc., 2010).

1.3.1. Chlorophytes

Avec plus de 6’500 especes (Géraldine., 2009), la plus part des algues vertes vivent en eau
douce, mais de nombreuses especes se rencontrent en milieu océanique comme composantes
de la végétation benthique ou bien du phytoplancton. Quelques autres sont terrestres, se
développant dans des endroits humides au voisinage des mousses et des fougeres. Certaines
algues vertes peuvent également former des associations symbiotiques avec d'autres
organismes. Les algues vertes synthétisent les chlorophylles a et b, et stockent I'amidon dans
les plastes (Nabors., 2009).

Il existe environ 7500 especes d'algues vertes réparties dans plusieurs classes, parmi
lesquelles : les chlorophyceae, les ulvophyceae et charophyceae. Ces classes se différent par
la disposition et I’ancrage des flagelles, par la chronologie de la disposition des fuseaux a la
télophase, et par la maniere dont se produit la cytodiérése apres la division nucléaire (Nabors.,
2009).



La reproduction peut se manifester a l'observation de deux maniéres. Dans les cas les plus
simple et les plus aisément observables, un ensemble de cellules végétatives transforment
intégralement leur contenu en cellules fertiles (spores ou gamétes). Tel est le cas des Ulvales,
dont on observe fréquemment sur les gréves les extrémités décolorées apres complétes
libération des éléments fertiles (Figure 4). Chez ces espéeces, aprés élimination de la région
morte décolorée, le thalle, demeuré intact, se répare jusqu’a l’apparition d’une seconde
poussée reproductrice. Chez d’autres espéces, au contraire, le thalle se reproduit une seule
fois, se transforme intégralement en élément reproducteur (holocarpie des Caulerpa,
Flubelliti, Halimeda) et ne survit pas a la période de reproduction. Dans d’autres cas par
exemple codium des cellules spécialisées apparaissent au moment de la reproduction et sont
relativement peu accessibles a I’observation sans les moyens de microscope (Leclerc., 2010).

Les cycles biologiques sont divers, depuis le cycle digénétiques isomorphe (alternance
entre un sporophyte diploide et un gamétophyte haploide identiques) des Ulva et
Cladophorajus qu'au cycle monogénétique des codium et Lauletpa (une seule génération
productrice de gameétes), auxquels s'ajoutent des cas intermédiaires (cycles digénétiques
hétéromorphes) ainsi que de nombreuses possibilités d’aberrations (apoméiose, apomixie,
parthénogenese).

Les algues vertes marines présentent différentes cas de longévité. Certaines sont
pérennantes, c'est-a-dire susceptible de vivre plusieurs années, avec une croissance et une
reproduction généralement saisonniéres que codium et Halimeda. D’autres sont au contraire
annuelles et éphémeéres; elles ont une vie courte et connaissent une succession de générations
au cours de I’année. Certains d’entre elles peuvent en outre présenter des périodes de
prolifération importantes et spectaculaires sous 1’effet d’un fort ensoleillement et d’un

enrichissement du milieu en sels nutritifs, c¢’est le cas des Ulvales (Cabioc’h et al., 2006).
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Figure 4 : Le cycle de reproduction digénétiques haplodiplophasique d’Ulva lactuca
(Simon., 2002).

1.3.2. Rhodophytes

Les algues rouges prédominent dans de larges zones des plateaux continentaux, des
régions tropicales, tempérées ou bien froides. On connait jusqu’a 6000 especes réparties dans
environ 680 genres. La grande majorité de ces espéces sont des algues marines
macroscopiques et leurs structures sont plus complexes. Parmi les especes identifiées moins
de 100 vivent en eau douce. La plupart des algues rouges sont pluricellulaires, avec des
thalles pouvant mesurer jusqu’a 30 cm de longueur. Les Rhodophytes sont généralement
fixées aux rochers ou a d’autres algues, mais il existe aussi quelques formes flottantes (Raven
et al., 2003), ou parasite.

Les parois d’algues rouges possedent une charpente cellulosique, mais elles sont
essentiellement constituées de mucilage contenant des agars et des carragénanes, tous
polymeres de galactose qui sont utilisés comme épaississants alimentaires. De nombreuses
algues rouges forment en outre des dépdts de carbonate de calcium dans leurs parois. Ces
algues appartiennent au groupe des Corallinacées.

Les algues rouges sont connues par la complexité de leur cycle de vie. La majorité des
especes possede trois phases pluricellulaires : une phase gametophytique haploide et deux

phases sporophytiques diploides. L’une des phases sporophytiques (tétrasporophytes), produit



par moise des spores (tétraspores) qui germent en donnant des gamétophytes males ou |j
femelles. Les gamétophytes males liberent des spermaties (gameétes non flagellées), qui seront
transportées par les courants jusqu’aux cellules reproductrices femelles portées par les
gamétophytes femelles (figure 5).

Aprés la fécondation, le zygote se divise par mitose, produisant la seconde phase
sporophytique, le carposporophyte, qui reste fixé sur le gamétophyte femelle, aux dépens
duquel il vit en parasite. Le carposporophyte libere des carpospores, qui vont se développer

en donnant de nouveaux sporophytes (Nabors., 2009).
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Figure 5 : Cycle hétéromorphe diplohaplontique d'Antithamnion plumula (Otero et al., 2013).



1.3.3. Phéophytes ou Chromophytes

Ce sont des algues annuelles dont on dénombre 1500 especes (Geraldine., 2009). Les
caractéristiques principales des algues brunes, indépendamment de leur abondance de
caroténoides de xanthophylle, est le stockage des produits photosynthétiques excessifs sous
forme de laminaran et de mannitol et de fait que leurs murs de cellules se composent de
cellulose, d'acide fucinique, et d'acide alginique (Kumar et Singh., 1979; Wiencke et al.,
2007). Les plastes bruns de ces algues, qui comptent 1500 espéces, contiennent trois
chlorophylles (a, c; et ¢cz) plus ou moins masquées par divers pigments jaunes et oranges, la
paroi des cellules sont riches en un polysaccharide particulier, 1’acide alginique, présent sous
forme d'alginate.

L'amidon est toujours absent chez les phéophycées. Chaque algue brune est male, femelle,
ou hermaphrodite. Leur cycle peut comporter une ou deux générations (Nabors., 2009).

La reproduction se fait par voie sexuée et asexuée, a l'aide de cellules spécialisées
sporocystes ou gamétocystes, il y a deux grands types de cycles biologiques qui ont été
reconnus :

e Dans la majorit¢ des cas le cycle digénétique comporte la succession d’un

gamétophyte producteur de gamétes et d’un sporophyte producteur de spores.

e Un second ensemble d’algues brunes est caractérisé par une réduction extréme du

gamétophyte. Seule persiste une génération diploide (sprophyte) qui héberge un
gamétophyte inclus et réduit, producteur de gamétes. Le cycle est alors

monogénétique. Comme dans le cas des fucales (Figure 6) (Cabioc et al., 2006).
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Figure 6 : Cycle de développement du fucus (Roland., 2008)

1.3.4. Cyanophytes

Figure 7 : Oscillatoria (www.ws.chemie.tu-muenchen.de)
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Les cyanophytes sont des algues microscopiques, on dénombre environ 15 000 espéces
(Géraldine., 2009), ces algues bleues appartenant au domaine des Eubactéries, Ce sont des
organismes automnes grace a la présence de la chlorophylle et des pigments surnuméraires
‘phycobilines’ qui sont des phycocyanines (bleues) et des phycoérythrines (rouges). Ce sont
également des procaryotes, leur matériel génétique est sous forme d’ADN nu. Elles sont
caractérisées par 1’absence de plastes, de mitochondries, d’appareil de Golgi et de réticulum
endoplasmique. Elles ne possédent jamais de flagelles.

Les Cyanobactéries se presentent sous différentes formes : unicellulaires solitaires,
unicellulaires coloniales informes, ceénobies, trichomes qui peuvent étre simples, ramifiés ou
présentant des fausses ramifications.

Les cyanobactéries se reproduisent uniquement par voie asexuée. Parmi les modes de
division rencontreés, on cite :

o La scissiparité (division binaire) : se fait par apparition d’'une membrane annulaire qui
se développe vers le centre en se refermant a la maniére d’un diaphragme iris.

o La fragmentation de la colonie : chez les especes a trichomes, donne des structures
spécialisées qui sont des coccospores (spores isolées) ou des hormogonies (filaments de
quelques cellules). Des cellules particuliéres permettent également la fragmentation du thalle.
Ce sont des nécridies, des cellules disjonctrices et des hétérocystes. Les hétérocystes sont des
cellules volumineuses et enkystées qui sont réparties le long dutrichome. Ce sont des cellules
spécialisées également dans la fixation de I’azote de ’air dans un milieu aérobique. Ces
structures sont caractéristiques de certaines familles. Des espéces nonmunies d’hétérocystes

peuvent fixer I’azote de 1’air mais seulement en anaérobie (Ourari., 2013).

1.4.Composition des algues marines
1.4.1. Polyphénols

Appelés phlorotannins chez les algues, constitués par la polymérisation du phloroglucinol
ou défini en tant qu’une unité du monomere 1,3,5-trihydroxybenzene et biosynthétisées par la
voie d’acétate malonate. Ces phlorotannins sont retrouvés chez plusieurs familles d’algues
brunes, comme Alariaceae et les Sargassaceae.

Chez les algues brunes les phlorotannins peuvent constituer 15% du poids sec, ils sont le
seul groupe phénolique détecté, ils sont hydrophyles avec une taille moléculaire entre 126 et
650 k Da (Sathya et al., 2013).
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Les phlorotannins ont plusieurs activités biologiques salutaires de santé, y compris
I'activité antioxydante qui est fortement liée aux cycles de phénol qui agissent en tant que
pieges d'électron pour éliminer les peroxydes, aux anions de superoxyde et aux radicaux
d'’hydroxyle (Sathyaet al., 2013).

Les phlorotannins des algues brunes ont jusqu'a huit cycles reliés ensemble et sont donc

des extracteurs plus efficaces de radical libre que des polyphénols dérivés des plantes

terrestres (Sathyaet al., 2013).
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Figure 8 : Produits antioxydants de phlorotannins dérivés des algues marines
(Li et Kim., 2011).

1.4.2. Caroténoides
Les caroténoides sont des pigments organiques tétraterpenoidiques, ce sont synthétisés

naturellement au niveau des chloroplastes et des chromoplastes des plantes et quelques autres
organismes photosynthétiques comme les algues, quelques types de myceéte et bactéries.

Les caroténoides communs, comme la lutéine, 1’astaxanthine, et la zéaxanthine, sont
connus comme xanthophylles mais le fucoxanthin et rastaxanthine (sont les constituants
principaux des caroténoides d’algues marins. Le fucoxanthin est I'un des caroténoides marins
les plus abondants, et contribue plus que 10 % de toute la production estimee des

caroténoides en nature, spécialement dans 1’environnement marin (Figure 9) (Rengasamy et
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al, 2014). C’es une xanthophylle, de la formule C4HsgOg, Se trouvant comme pigment
accessoire dans les chloroplastes des algues brunes, par exemple, Sargassum siliquasrtum et

donne la couleur brune ou verte-olive (Wijesinghe et al., 2012).
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Figure 9 : Les antioxydants dérivés des caroténoides des algues marines (Li et Kim., 2011).

1.4.3. Les polysaccharides sulfatés (SPS)

Ce sont des polymeres des sucres simples liés par des liaisons glycosidiques. Ces
polymeéres chimiquement anioniques, constituent une grande variété d’applications comme
stabilisateurs, épaississants, et emulsifiants en nourriture (Kannan et al., 2014).

Les algues marines sont la source la plus importante de SPS non animal (et la structure chimique
de ces polymeres change selon 1’espéce d’algues). La quantité présente de SPS s'avere différer selon les
trois divisions principales des algues marines, chlorophyceae, rhodophyceae, et phéophyceae. Les
principales SPS trouvées dans les algues marines incluent des fucoidan et des laminarans d’algues
brunes et du carragénanes des algues rouges, et ulvan des algues vertes (Figure 10). L’activité
antioxydante du SPS dépend de leurs dispositifs structuraux tel que le degré de sulfatage, de
poids moléculaire, de type du sucre majeur, et d'embranchement glycosidique. Par exemple. le
SPS a faible poids moléculaire montre une activité antioxydante efficace que SPS de poids
moléculaire élevé, En outre, le SPS des algues marines sont connus pour étre des extracteurs
et des antioxydants de radicaux libres importants pour la prévention des dommages oxydants,

qui sont un contribuant important dans la carcinogenese (Li et Kim., 2011).
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Figure 10 : Les polysaccharides sulfatés antioxydantes déerive des algues marines : fucoidan,

carrageenan (Li et Kim., 2011).

1.4.4. Peptides

L’algue renferme des protéines et des fragments de peptide qui peuvent exercer des effets
biologiques in vitro et in vivo. Les peptides bioactifs peuvent étre produits par des réactions
hydrolytiques en utilisant des diverses protéases (Wijesmghe et Jean., 2012).

La structure primaire des protéines naturelles se compose de certaines séquences d’acides
aminés qui ont la capacité d’exercer les avantages physiologiques dans les étres humains. Ce
genre de peptides est inactif dans la séquence de la protéine parentale, et peut étre libéré dans
différentes maniéres telles que I'hydrolyse par les enzymes digestives et par les
microorganismes protéolytiques (Wijesmghe et Jean., 2012).

Récemment les peptides marins ont ouvert une nouvelle perspective dans le
développement pharmaceutique. Les protéines et les peptides biologiquement actifs ont été
isolés non seulement dans les animaux marins, mais également dans les algues. En ce qui
concerne les potentialités nutraceutiques et pharmaceutiques, différents protéines et peptides
avec diverses bioactivitées ont été découverts (Wijesmghe et Jean., 2012).

Quelques espéces rouges ou vertes d’algue contiennent une quantité de protéines
considérablement élevé. Cependant, I'extraction de la protéine de la plupart des algues est
difficile en présence de grandes quantités de polysaccharides dans les cloisons cellulaires, tels
que des alginates de phéophycées ou les carragénanes de certains Rhodophycées (Wijesmghe
et Jean., 2012).
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1.4.5. Acides gras polyinsaturés (AGPI)

Les phospholipides et les glycolipides sont les principales classes de lipides présents dans les
algues. Lorsque la température de I'environnement diminue, les algues peuvent accumuler des
acides gras polyinsaturés (AGPI). Les espéces qui vivent dans les régions froides contiennent
plusieurs AGPI que les espéces vivant dans des temperatures plus élevées. Les AGPI a chaine
longue (LC-PUFA) font partie de I'entretien de la santé de I'homme et ils ne sont synthétisés
que par les plantes. Ces lipides sont constitués d'au moins 20 atomes de carbone avec au
moins deux doubles liaisons. Lorsque la premiére double liaison est située dans le troisieme
atome de carbone, la molécule de lipide est désignée comme les oméga-3 (n-3LC-PUFA). La
recherche a montré que n-3 AGPI-LC constitué 10,38% des acides gras totaux présents dans
Enteromorpha spp (Chojnacka., 2012).

1.4.6. Fucostérol

Les eucaryotes contiennent de grandes quantités des stérols (20 a 30 %), plus élevées dans
leurs membranes plasmiques. Les regnes eucaryotes ont différents stérols plus élevées pour
leur armature de membrane, tels que le cholestérol chez les animaux, 1’ergostérol dans les
champignons et le phytostérol chez les plantes (Li et Kim., 2011).

Le fucostérol est us phytostérol trouvé dans les algues brunes bien reconnu pour ses activités
biologiques bénéfiques pour la santé, tels que, les antioxydants, réduction du cholestérol, et des
activités antidiabétiques (Figure 11) (Li et Kim., 2011).

Le fucostérol augmente ’activité de pi¢geage des radicaux libres par les enzymes, tels que
le superoxyde dismutase, catalase et glutathion peroxydase (Li et Kim., 2011).

Le saringostérol, un dérivé du fucostérol, découvert en plusieurs algues brunes
(Phéophyceae), tels que Lessonia, a montré un pouvoir inhibiteur de croissance de
Mycobacterium tubercuiosis (Li et Kim., 2011).

HO

Figure 11 : Structure de fucostérol (Li et Kim., 2011).
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1.4.7. Les sels minéraux

Les algues sont une source riche en minéraux. Leur contenu dans la biomasse est parfois
aussi élevée que 40%, Ceci est dd a lI'accumulation des ions métalliques de I'eau salée par les
algues et la concentration des substances, comme les sels de carbonate, dans leurs thalles.

En examinant la teneur en minéraux dans les algues recoltées sur des plages japonaises, les
chercheurs ont montre que les ions de concentrations plus élevées sont le potassium (2,71 g /
L), le magnésium (0,19 g/ L) et le calcium (0,16 g / L) qui ont été détectés dans I’extrait de
Sargassum ringgoldianum subsp. coreanum. (Cbojnacka., 2012).

Codium fragile a été montré d’étre une source riche d'ions de sodium (1,21 g / L).
Kappaphycus alvarezii contient des niveaux élevés d’ions de magnésium (0,58 g /1) et de
calcium (0,46 g /L) (Cbojnacka., 2012).
1.5.Propriétés nutritionnelles et utilisation des algues
1.5.1. Nutrition

Vue qu’elles sont riches en oligoéléments, en vitamines et minéraux importants pour les
étres vivants (calcium, sodium, magnésium, potassium, chlore et soufre) ; les algues sont
souvent utilisées dans le domaine 1’alimentation humaine et animale (McHugh., 2003).
1.5.1.1. Alimentation humaine

Dans les pays asiatiques en particulier, les algues sont traditionnellement employées pour
I’alimentation en raison de leur valeur nutritive élevée (McHugh., 2003).

Les algues sont utilisées récemment non pas seulement comme nourriture, mais aussi
comme épices et délicatesses, cette utilisation a été reconduite aux pays occidentaux a cause
de changement de style de vie et de conventions diététiques (Kannan et al., 2004). Les algues
les plus utilisées sont Spirulina, Chlorella, Dunaliella, Nostoc, Aphanizomenon, Sagassum
wightii et Ulva (Andres et al., 2007).
1.5.1.2. Alimentation animale

Les animaux tel que les moutons, les bovins qui vivaient dans les zones cétiéres des pays
européens, consommes les algues rejetés sur le rivage. Aujourd’hui les algues sont
disponibles et utilisées dans la production de la farine d’algues marines a partir
d’Ascophyllum nodosum, laminaria digitata et Alaria esculenta (McHugh., 2003).

Les études montrent que la farine d’algues marines est bénéfique pour les ovins et les
bovins mais pas les volailles car aprés 1’ajout d’un repas (Ascophyllum) il ya aucun effet sauf

I’augmentation de la teneur d’iode des ceufs (McHugh., 2003).
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1.5.2. Domaine thérapeutique

Les algues sont une source naturelle des molécules bioactive avec une large gamme des
activités biologiques, telles que les anti-inflammatoires, les antibiotiques, antivirales, les
antisudoraux et les antioxydantes (Bhagavathy., 2011). L’utilisation des algues marines pour
des buts médicinaux n’est pas nouvelle ; étant mentionné dans la médecine chinoise, les
algues ont été employées dans la meédecine pour le traitement du goitre, les maladies
néphrétique, antihelminthiques, cataracte, les maladies de peau, et comme source de vitamine
suppléments pour le traitement de divers désordres intestinaux, tels que des vermifuges et
états hypocholestérolémiques et hypoglycémiques (Kannan et al., 2014).

1.5.3. Domaine environnemental

Les algues sont riches en matiére organique, notamment en fibre (33 a 61%) (Lahaye,
1991), ainsi que les éléments minéraux solubles dans 1’eau et oligoéléments dans les algues
principalement les fucus et les laminaires font d’elles un excellent engrais (Saidani., 2010).
Les microalgues peuvent étre aussi utilisées pour la dépollution des eaux usées surtout celles
polluées par des métaux lourds comme Cu, Ni, Pb et Zn (Nemchi., 2012).

1.5.4. Domaine industriel

L’utilisation des algues comme mati¢re premiere dans 1’industrie des phycocolloide . Deux
types des algues sont essentiellement récoltées a cet effet, les algues brunes Laminaria
digitata, Laminaria hyperborea, Ascophyllum nodosum, d’ou on extrait les polysaccharides
d’alginate, et les algues rouges Chondrus crispus et Mastocarpus stellatus d’ou on extrait les
polysaccharides de carragénanes. Ces substances particuliéres qui n’existent que chez ces
végétaux et qui n’ont pas leur équivalent de syntheése sont recherchées pour leurs propriétés
physiques et utilisées surtout comme agent gélifiants, épaississant et stabilisateur. Leur
pouvoir ¢leveé de gélification ou d’épaississement permet de les utiliser a tres faibles doses (de
0.01 a 0.5%) dans la plupart des cas. C’est pour cette raison qu’elles entrent de maniére
discréte dans une multitude d’application aussi variées que I’impression des textiles, le
couchage de papier, ’enrobage des ¢lectrode, les vernis, les colles, les dentifrices et les
couches pour bébés (Cabioc’h et al., 2006).

L’agar-agar (E406) : est extrait d’algues rouges. Il a pour propriété une fois réduit en
poudre, de devenir un excellent gélifiant végétal. L’agar-agar est aussi employé comme
gélifiant dans les desserts, les confitures et les glaces. C’est aussi un épaississant pour les
sauces, les soupes ou les purées. Utilisé dans 1’industrie alimentaire et dans les ménages, il a
I’avantage d’étre stable a la chaleur, en supportant des traitements au-dela de 100 degrés (ce

qui permet la stérilisation sans dégradation) et de godt neutre (Fleurence et al., 1999).
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2. Asparagopsis armata

2.1. Description

Le thalle d'Asparagopsis armata est de couleur rouge rosé a rose pale et se présente
en touffes au contour pyramidal, de 15 a 30 cm de long. L'axe principal, cylindrique, d’un
diamétre proche de 1 mm, est ramifié irrégulierement. Les axes portent une succession
alternée de rameaux longs a croissance indéfinie, de rameaux courts et de rameaux
épineux, en forme de harpon. Les rameaux longs garnis de fins filaments (ou ramules)
forment de petites touffes coniques (ou touffes pyramidales) (Reviers B., 2002).

Dans la partie supérieure de ’algue. Les rameaux en forme de harpons sont disposés par
paire a la base des axes secondaires et vont permettre aux frondes de cette algue de
s'accrocher aux algues environnantes ou a divers supports. Les plongeurs peuvent en faire
l'expérience : s’ils passent trop prés d’Asparagopsis armata, 1’algue restera accrochée a leur
combinaison. Le thalle a une structure uni-axiale, a croissance apicale (Reviers B., 2002).

Les cellules superficielles contiennent de nombreux plastes discoides ou rubanés, alors que
les cellules internes ont des plastes peu nombreux et plus allongés. A la base du thalle, des
stolons plus ou moins ramifiés contribuent a sa fixation sur la roche ou sur d’autres algues.
L’algue contient des cellules spécialisées, iodiques, contenant de 1’iode. Lorsque 1’on étale
’algue sur du papier, 1’iode réagit avec la cellulose du papier. On observe une auréole bleutée

autour de I’algue (Reviers B., 2002).

Figure 12 : Asparagopsis armata.
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2.2.Classification

Classe  : Rhodophycophyte

Ordre  : Bonnemaisoniales

Famille : Bonnemaisoniaceae (Bonnemaisoniacées)
Genre  : Asparagopsis

Espéce : Asparagopsis armata

2.3.Habitat
Asparagopsis armata est une espece photophile, qui se développe au niveau de I'étage
infralittoral supérieur, de la surface a une dizaine de metres de profondeur, rarement plus bas

que 25 métres, dans des zones calmes (Reviers B., 2002).

2.4.Composants

Elle stocke I'iode a une concentration 100 000 fois plus élevée que dans I'eau de mer. Son
extraction a permis la fabrication industrielle de la teinture d'iode jusqu'a la seconde moitié du
XXeme siécle. Elle présente une grande richesse en minéraux, en vitamines et en acides
aminés (Reviers B., 2002).

3. Activités biologiques des algues

Les algues sont sans cesse remis en cause par une combinaison de lumiére et des
concentrations d'oxygene élevées, des microorganismes (les virus, les bactéries, les
champignons, et des autres algues) et des brouteurs. Pour survivre dans un tel environnement,
les algues développent des moyens de lutte efficaces contre ces agressions par la production
des métabolites bioactifs (Hellio et al., 2004).

Les algues sont capables de produire une grande variété de métabolites secondaires
caractérisés par un large spectre d'activités biologiques (des propriétés antioxydantes, des
activités antivirales, antifongiques et antibactériennes) (Cox et al., 2010). Il s’est avéré que la
production de ces composés de défense chimique est influencée par les variations

saisonnieres et géographiques (Hellio et al., 2004 ; Chiheb et al., 2009).
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3.1. Des métabolites bioactifs des algues

Les métabolites bioactifs des algues incluent: les alcaloides, les saponines, les
carbohydrates, les protéines, les acides aminés, les glycosides, les phytostérols, les composés
phénoliques, les terpénoides (Elsie et al., 2011), les cétones halogenés, les alcanes, les
polysulfures cycliques, les acides gras et I'acide acrylique (Taskin et al., 2005). En effet, les
rhodophytes sont plus connues pour produire des métabolites halogénés (Demirel et al., 2011)
dont les bromophénols (Bhakuni & Rawat, 2005 ; Lee et al., 2007) et les terpenoides
halogénés (Fenical & Paul, 1984 ; Valiela, 1995 ; Bourgougnon & Stiger-Pouvreau, 2011).

3.1.1. Polyphénols

Les composés phénoliques ou les polyphénols sont des produits du métabolisme
secondaire des plantes (Vermerris & Nicholson, 2006), ils constituent I'un des groupes les
plus répondus dans le régne végétal, actuellement on connait plus de 8000 structures
phénoliques différentes (Tsao, 2010). Ils résultent bio-génétiquement de deux voie
synthétiques principales ; la voie de shikimate et acétate (Bravo, 1998). Les composés
phénoliques, en plus de son pouvoir antioxydant puissants (Tsao, 2010), ils jouent un réle
important dans I'activité anti-inflammatoire, antimicrobienne et anticancéreuse (Elsie et al.,
2011).

3.1.1.1.Structure chimique

Les polyphénols sont des composés qui ont plus qu'un groupe hydroxyle attaché a un ou
plusieurs noyaux benzene. Le phénol est la structure de base de tout le groupe (Figure 13).

OH

Figure 13 : Structure chimique du phénol.

Les phénols se ressemblent aux alcools de structures aliphatiques ou le groupe hydroxyle
est attaché a une chaine de carbone. Le groupe hydroxyle phénolique, cependant, est
influencé par la présence du noyau aromatique. A cause de ce noyau aromatique, I'nydrogéne
de I’hydroxyle phénolique est labile, ce qui les rend des acides phénoliques faibles. Ils se
trouvent comme des esters ou glycosides plutdt que comme des composés libres (Vermerris
& Nicholson., 2006).
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3.1.1.2.Bromophénols

Les bromophénols (BPS) sont biosynthétisés en présence de bromoperoxidases, de I'eau
oxygénée et le bromure (Liu et al., 2011). lls peuvent étre biosynthétisé par la voie de
shikimate (Bhakuni & Rawat, 2005). La fonction écologique des BPS n'est pas encore claire,
mais ils peuvent jouer un role dans la défense chimique dans la régulation des épiphytes et les
endophytes. Des études récentes ont révélé que les BPS marins ont un large spectre d'activités
biologiques avantageuses. Ces BPS ont attirés beaucoup d'attention dans le domaine
agroalimentaire et pharmaceutique (Liu et al., 2011). Les bromophenols des algues rouges ont
montré une activité antioxydante et antibactérienne et antifongique significative. lls peuvent
agir aussi comme anti-inflammatoire (Lee et al., 2007).

3.1.1.3.Terpénoides

Les terpénoides sont définis comme étant des matériaux ayant des structures moléculaires
contenant un squelette carbonés formé des unités d'isopréne (Sell, 2004). lls constituent une
classe variée de produits naturels des plantes. lls ont une importance commerciale en raison
de leur large application dans un grand nombre de produits industriels comme les agents
aromatisants, des insecticides et des agents anti- microbiens, ils entrent également dans la
composition des produits pharmaceutiques et des parfums. Bien que beaucoup d'entre eux
sont associés au métabolisme primaire, d'autres sont des métabolites secondaires des plantes
(Aharoni et al., 2006).

3.1.1.3.1. Terpeénoides halogénés

Le phylum des Rhodophytes est connu de leur production d’une variété des terpénoides
chloré et bromé. Ces terpénoides halogénés ont montré une activité antifongique forte, contre
Pénicillium oxalicum, une activité antibactérienne contre Micrococcus luteus et une activité
anti tumorale (Tringali, 1997).

3.1.2. Radicaux libres

Un radical est une molécule possédant un ou plusieurs électrons non appariés sur ses
orbitales électroniques externes. La présence d'un électron célibataire confere souvent a ces
molécules, une grande instabilité et les rend trés réactif, en essayant de capturer 1I’électron
nécessaire a partir d’autre molécule pour avoir une stabilité et donc elles ont une durée de vie
courte (Lacolley., 2007).
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Les radicaux libres RL reagissent sur les macromolécules lipidiques, protéiques,
glucidiques et, I’ADN et ’ARN. La réaction initiale stimule d'autres réactions, ce qui accroit
la production de radicaux libres. Le résultat de ces perturbations est un dysfonctionnement
cellulaire menant au dommage de la cellule ou da la bacterie, a des désordres inflammatoires,
a des troubles immunologiques, a des probléemes neurologiques, a des mutations génétiques et

au vieillissement (Poortmans et Boisseau., 2003).

3.2. Les bactéries utilisées
3.2.1. Escherichia coli

C’est un bacille Gram négatif, de la famille des Entérobacteriaceae, anaérobie facultatif
possedant des cils péritriches et flagelles. C’est une bactérie commensale du tube digestif des
animaux et de I’homme. La présence des populations d’E. coli dans I’intestin crée une
compétition pour le territoire et les ressources alimentaires, limitant ainsi les invasions par
d’autres especes bactériennes (Blanc et al., 2006).

Certaines souches d’E .coli peuvent étre pathogénes, entrainant alors des gastro-entérites,
infections urinaires, méningites ou septicémies.

Ce sont des bacilles dont 70% sont mobiles, non sporulés, de 2,5 um de long et 0,6 um de
large. E. coli est utilisées en génie génétique pour 1’obtention de I’insuline glargine analogue
de I’insuline humaine (Scheen., 2004).

Ce microorganisme n’existe pas normalement dans I’eau et dans le sol, leur présence est
donc indicateur de contamination fécale (Scheen., 2004).

Les caracteres biochimiques d’Escherichia coli sont :

e Gazenglucose +;

e Lactose, mannitol, sorbitol + ;

e [- galactosidase +

e indole +;

e rouge de méthyle +, VVoges-Prokaeur - .

¢ phénylalanine-désaminse, uréase, gélantinase, malonate, adonitol, inositol, H,S,
citrate de simmons - ;

La plupart des souches poussent sur milieu synthétique minimum (Le Minor L., 1989).
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Figure 14 : Escherichia coli au microscope électronique (Kaiser., 1998).

3.2.2. Pseudomonas aeruginosa

C’est un bacille pyocyanique (bacille du pus bleu) (du grec : puon, pus; et du latin:
cyaneus, bleu foncé), est maintenant désigné sous le nom de Pseudomonas aeruginosa (du
latin : aes, airain, cuivre ; aerugo, roille d’airain, vert de gris; aeruginosus, couvert de
rouille). C’est une bactérie gram négative, batonnets (0,5-1 pm x 1,5-5 pum). elle est
extrémement mobile gréce a une ciliature polaire en générale monotriche (Pilet et al., 1979).
Le Pseudomonas aeruginosa possede souvent des granulations plus fortement colorées.

Cette bactérie qui vit a I’état saprophytique dans ’eau, les végétaux, les sols humides ;
résiste mal a la dessiccation. Elle peut vivre en commensal dans le tube digestif de I’homme
et de divers animaux, et elle peut exercer un pouvoir pathogéne chez certains de ces hétes
(Pilet et al., 1979).

Sur le plan médical, cette bactérie est habituellement inclus dans la liste des « bactéries
pathogénes », elle est définit comme un agent pathogéne « opportuniste », car elle provoque
chez ’homme et 1’animale es suppurations diverses, particuliecrement fréquentes en milieu
hospitalier (Pilet et al., 1979).

P. aeruginosa est capable de produire de nombreux métabolites diffusant dans le milieu
environnant, beaucoup d’entre eux sont toxiques, et sont susceptibles de jouer un réle soit
dans la virulence de la bactérie, soit dans la protection contre la maladie «role pathogéne
naturel » (Singleton., 1984).

Il montre également une capacité de résister aux antibiotiques, soit de facon native (par
I’expression constitutive de B-lactamases, ou en raison d’une faible perméabilit¢ de la
membrane externe), soit suite a 1’exposition aux antibiotiques (acquisition de génes codant

pour des enzymes détruisant les antibiotiques, mutation de cible...) (Mesaros et al., 2007).
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Les caracteres biochimiques de Pseudomonas aeruginosa sont :
e Oxydase +;

e Indole -;

e urée-;

e TDA - (tryptophane-désaminase) ;

e H2S-;

e gelatine +;

e Nitrate-réductase + ;

e ONPG - (orthonitrophényl-galactose) ;
e LDC - (Lysine-décarboxylase) ;

e ODC - (Ornithine-décarboxylase) ;

e ADH + (Arginine-déshydrogenase).

N
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Figure 15 : Pseudomonas aeruginosa au microscope électronique

(http://education.denniskunkel.com)

3.2.3. Staphylococcus aureus

Observés par Robert Koch en1878 et puis reconnus par Louis Pasteur en 1880 le
Staphylococcus aureus, également appelé staphylocoque doré, (du grec « staphyle » qui
signifie grappe de raisin) est une cellule cocciforme de 0.8 a 1 um de diametre, & Gram
positif, immobile, non capsulé sauf de trés rares souches sont entourées d’une pseudo capsule
sporulé, isolé en diplocoques et le plus souvent en amas ayant I’aspect d’une grappe de raisin
et pouvant causer plusieurs types d’infections. L’homme est considéré comme étant un
réservoir naturel de Staphylococcus aureus ; 30 a 40 % des adultes en bonne santé en sont

porteurs, c’est a dire que 1’on peut trouver ces germes temporaires ou permanents au niveau
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de la peau et des muqueuses (fosses nasales, gorge, périnée, aines, nombril, aisselles)
(Guiraud et Galzy., 1980; Klevens et al., 2005).

Les premieres souches de Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM) ont
été décrites pour la premiere fois en 1961. Ayant développé une multi résistance avec le
temps, le type SARM est devenu problématique dans les années 90 (Tremblay., 2008).

Suite a I’emploi excessif d’antibiotiques et a des mesures hygiéniques insuffisantes, un
pourcentage de plus en plus important de souches de Staphylococcus aureus devient résistant
a la méthicilline. Cela signifie que ces souches sont résistantes a tous les antibiotiques f-
lactames (Tremblay, 2008).

Les caracteres biochimiques de Staphylococcus aureus sont :

e catalase , coagulase + ;

e oxydase -;

e glucose + (sans dégagement de gaz) ;

e Mannitol + .

Figure 16 : Staphylococcus aureus au microscope électronique

(http://www.bacteriainphotos.com).

3.2.4. Klebsiella pneumoniae
K. pneumoniae est une bactérie appartenant a la famille des Entérobacteriaceae, elle
représente 1’espéce type du genre Klebsiella. Elle fait partie de la flore commensale de la
peau et des muqueuses de I’homme et des animaux en faible quantité (Raud, 2003).
C’est un bacille Gram négatif de 1 a 4 um de long sur 0,4 a 0,6 um de large, immobile
géneralement entouré de capsule polyosidique donnant un aspect muqueux typique du genre.

C’est une bactérie aéro-anaérobie facultative (Raud, 2003).
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Les caractéres biochimiques de Klebsiella pneumoniae sont :
e Glucose +;

e Oxydase —;

e C(atalase, Nitrate réductase, f-galactosidase + ;

e Production H2S —;

e Tryptophane désaminase — ;

e Voges-Prokaeur - .

Copyright © 2007 Dennis Kunkel Microscopy, Inc.

Figure 17 : Klebsiella pneumoniae au microscope électronique

(http://education.denniskunkel.com)

3.2.5. Micrococcus luteus
Cette bactérie est de forme sphérique, saprophyte faisant partie de la famille des

Micrococcacees. Elle est aérobie stricte. Elle vit dans le sol, les poussieres, I'eau et l'air et fait
partie de la flore naturelle de la peau des mammiferes (Euzéby, 2010).
Elle peut aussi coloniser la bouche, la muqueuse de lI'oropharynx et les voies respiratoires
supérieures humaines (Euzeby, 2010).
Caractéres biochimiques de Micrococcus luteus :

e Gram +, mannitol + ;

e catalase +.

Figure 18 : Micrococcus luteus au microscope électronique

(http://www.bacteriainphotos.com).

27


http://education.denniskunkel.com/
http://www.bacteriainphotos.com/

Partie I

Matériels et méthodes



1. Présentation du site de récolte
Les prélevements des algues ont éte effectués pendant le mois de février 2015 a
salamandre (Mostaganem, 09°02°50”* longitude Ouest et 32°44°42°’ 1’altitude nord), située

sur la cote méditerranéenne Algérienne. Les prélevements on été faits a marrée basse.

Photo 1: Photographie de Salamandre.

1.1.Récolte et conservation des échantillons

L’algue a été récoltée mensuellement a la main au niveau de la plage salamandre
Mostaganem. Elle est lavée avec de I’eau de mer pour débarrasser tous les débris adhérents
qui pourrait influencer I’évaluation des activités biologiques., puis placé dans des sacs en
plastique fermés hermétiquement contenant 1’ecau de mer.

Au laboratoire, cet échantillon est & nouveau rincée avec I’eau de robinet puis avec l'eau
distillée pour le mettre a I’obscurité et a la température ambiante jusqu’a la déshydratation
complete, ’algue est broyée a 1’aide d’un mixeur puis placée dans un flacon stérile et

conservée ensuite a 1’abri de la lumiére au réfrigérateur a une température de 4 °C.
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Photo 2 : Asparagopsis armata.

2. Préparation des extraits d’algue

Les extraits d’algue sont obtenus en ajoutant 5g de poudre a 50 ml de ces differents
solvants méthanol, hexane, acétone et dichlorométhane. L’extrait dichlorométhanolique est de
nature huileuse et de couleur verte; compose de substances apolaires tels que les pigments
chlorophylliens, de caroténoides, de composés stéroliques, des lipides et les composés
terpéniques (Wafa Chérif et al., 2011).

Les mélanges (algue/solvant) obtenus sont macérés a l'abri de la lumiére pendant 48 h
a température ambiante, ensuite des filtrations sur papier Wattman N°1 ont été réalisées. Les
filtrats obtenus sont évaporés a sec a 40 °C sous pression réduite avec un évaporateur rotatif
de type Heidolph 4010 digital, selon la méthode décrite par (Ktari., 2000), les extraits obtenus

sont récupéres par le méthanol puis conservés a 4°C jusqu’a leurs utilisation ultérieurement.
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Photo 3 : Evaporateur rotatif de type Heidolph 4010 digital.
2.1.Calcul du rendement d’extraction

Les pourcentages des extraits bruts ont été calculés par la formule suivante:
R (%)= M/M; x 100

R : Rendement exprimé en %
M : Masse en gramme de 1’extrait sec résultant
My : Masse en gramme du materiel végétal a traiter.
Les solvants utilisés sont :
Méthanol : CH,0 ;
Hexane : CgH14;
Acétone : C3HgO ;
Dichlorométhane : CH,Cl,.
2.2.Etude du pouvoir antibactérien
2.2.1. Souches testées
A fin d’évaluer leurs activités antibactérienne, les extraits d’algues préparés ont été testés, sur

des bactéries mentionnés dans le tableau suivant:

30



Tableau 1 : Origine des souches utilisées dans les différents tests d’activité antibactérienne.

Bactérie Gram Code Origine
Staphylococcus aureus ATCC 6538 MNHN
Micrococcus luteus g ATCC 9341 MNHN
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 MNHN
Escherichia coli = ATCC 8739 MNHN

g
c
Klebsiella pneumoniae IBMC Strasbourg MNHN

ATCC: American Type Culture Collection.
MNHN : Muséum National d’Histoire Naturelle (Paris) ;

2.2.2. Conservation des souches
Elle a été réalisée par ensemencement des souches isolées sur gélose nutritive inclinée en
tubes a essais, les cultures pures sont conservées a 4°C a 1’obscurité.

2.2.2.1. Milieux de culture utilisés
Les milieux de culture utilisés sont :

v" Bouillon BHIB (Fluka).

v" Gélose Mueller Hinton pour les bactéries (Fluka).

3. Evaluation de ’activité antibactérienne

La méthode de diffusion trés utilisée en microbiologie repose sur la diffusion du

composé antibactérien en milieu solide. L’effet du produit antibactérien sur la cible est
apprécié par la mesure d’une zone d’inhibition et en fonction du diametre d’inhibition, la
souche du microorganisme sera qualifiée de sensible, d’intermédiaire ou de résistante.

Dans cette technique, il y a compétition entre la croissance de la bactérie et la diffusion du

produit a tester (Broadasky et al., 1976).
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3.1.Méthode de diffusion sur agar (méthode des disques)

L'activité antibactérienne a été déterminée en utilisant la méthode de diffusion sur agar

(Lesueur et al., 2007; Boulekbache-Makhlouf et al., 2012). Dans des boites de Pétris

stériles préalablement coulées par le milieu (Miller Hinton), les bactéries sont écouvillonnés
sur la surface des geéloses. Puis des disques de papier filtre sont imprégnés d'une
concentration précise de différents extraits, apres évaporation du solvant a 1’air libre, (pendant
5 a 10 secondes) ces disques ont été deposés stérilement sur la surface du milieu des boites
de pétri préalablement ensemencées par les souches-tests concernées. Apres incubation, la
lecture des résultats se fait par la mesure du diametre en mm des halos clairs au tour des
disques de la zone d’inhibition (Lesueur et al., 2007).
4. Préparation de ’inoculum

Pour la fixation de I’inoculum de départ, nous avons employé une méthode photométrique
(Atwal., 2003).

e A partir d’'une préculture d’environ 20 h sur bouillon BHIB pour les bactéries, on
prépare une suspension bactérienne, la densité optique doit étre entre 0.08 a 0.1
mesurée en spectrophotometre a 625 nm pour les bactéries afin d’avoir une
concentration de 10° UFC/ mll.

e L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, ou bien
du milieu stérile s’il est trop chargé.

e L’ensemencement doit se faire pendant les 15 min qui suivent la préparation de
I’inoculum.

4.1. Ensemencement

L’ensemencement se fait par la méthode d’écouvillonnage

e Tremper un écouvillon stérile dans 1’inoculum.

e L’essorer en le pressant fermement (et en le tournant) contre la paroi interne du tube,
afin de décharger au maximum.

e Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée seche, de haut en bas, en stries
serrées.

e Répéter ’opération 2 fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois, sans oublier de
faire pivoter 1’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant
1’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

e Dans le cas ou I’on ensemence plusieurs boites de Pétri, il faut rechanger 1’écouvillon

a chaque fois (Rahal et al., 2011).
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4.2 1.’application des disques

e |l est préférable de ne pas mettre plus de 6 disques sur une boite de 90mm de
diameétre. Les disques doivent étre espacés de 24 mm, centre a centre.

e Des disques de papier wattman n°1 stérile de 6 mm de diameétre, imprégnés de 30ul de
différents extraits, apres évaporation du solvant a 1’air libre, ces disques ont été
déposés stérilement sur la surface du milieu des boites de pétri préalablement
ensemencées par les souches-tests concernées.

o Des disques imprégnés d'extrait d’algue fraiche sont également déposeés.

e Presser chaque disque a I’aide d’une pince bactériologique stérile pour s’assurer de
son application. Une fois applique, le disque ne doit pas étre déplacé (Rahal et al.,
2011).

4.3.Incubation

Les boites sont incubées pendant 24 h a 37°C.

4.4 Lecture

e On mesure avec précision les diametres des zones d’inhibition a 1’aide d’un pied a
coulisse ;

e On compare les resultats aux valeurs critiques;

e Selon le diamétre d’inhibition, on peut classer la bactérie dans I’une des catégories: S :

Sensible ; | : Intermédiaire ; R : Résistante.
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Partie 111
Résultats et discussion



1. Effet du solvant sur le rendement d’extraction

Les résultats de 1’effet du solvant sur le rendement d’extraction des principes actifs d’algue
rouge Asparagopsis armata sont indiqués dans le Tableau 2.

Un meilleur rendement d’extraction est obtenu avec le méthanol comme solvant (23,58 %)
ce résultats est proche de celui déja obtenu par (Bentireche et Achour., 2014), ou elles ont
trouvé un rendement d’extraction de I’extrait méthanolique de 20.1% pour I’algue
Asparagopsis armata. Les autres solvants ont permis d’avoir des rendements relativement
faibles.

Beaucoup d'études ont montré l'influence de différentes conditions d’extraction, sur les
rendements d’extraction des métabolites biologiquement actifs tels que, le temps et la
température d’extraction, le pH, la composition chimique des échantillons et la polarité du
solvant (Mahmoudi et al., 2013 ; Lopez et al., 2011), qui sont le plus souvent des solvants

alcooliques (Spigno et al., 2007).

Tableau 2: Le rendement d’extraction des différents solvants

Solvant Rendement d’extraction (%)
Acétone 4,16
Hexane 5,16
Dichlorométhane 5,78
Méthanol 23,58

On peut lier le rendement d’extraction ¢élevé de 1’extrait méthanolique a la polarité¢ de
méthanol. Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par (Febles et al., 95 ; Etahiri et
al., 2003 ; Zeng et al., 2012), dans lesquels il a été mis en évidence que le méthanol est le

meilleur solvant pour I'extraction des molécules, dotées d'une activité antibactérienne.

Hediat et al., 2010, ont reporté que la capacité des solvants de faire extraire les différents
phyto-constituants, dépend de la polarité et la solubilité de ces composes dans les solvants.

La variation du rendement d’extraction est due a I’effet de la nature du solvant, la
composition chimique des algues qui dépend de I’espéce et de son age, les facteurs
environnementaux, la localisation geographique des algues, et les conditions saisonnieres
(Balboa et al., 2013).
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2. Mesure de I'activité antimicrobienne

L’activité antibactérienne des quatre extraits préparés avec les solvants organiques de
polarité différente de 1’algue rouge Asparagopsis armata sur la croissance de cing souches
bactériennes; deux gram positifs (Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus), et trois gram
négatif (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae), a été étudiée
par la méthode de diffusion sur agar Muller-Hinton.

Les résultats obtenus de I’activité antibactérienne des différents extraits utilisés sont
représentés dans le Tableau 3 (annexe 2).

Cette étude a démontré que les extraits de 1’algue rouge Asparagopsis armata, présentent
presque toujours des diametres d'inhibition assez importants. Ces résultats sont en accord
avec les observations de (Paul et al., 2006 ; Noemi et al., 2007).

On remarque que le pouvoir antibactérien de 1’extrait d’algue dépend de la souche
bactérienne utilisée et aussi de solvant utilise.

Les extraits d’algue ont montré une activité antibactérienne contre toutes les souches
bactériennes étudiées sans aucune exception.

Les zones d’inhibition obtenues sont comprises entre 10 et 36 mm dans toutes les souches
bactériennes étudiées. L’extrait dichlorométhanolique et L’extrait d’algue fraiche semblent
avoir une meilleure activité par rapport aux autres extraits d’algue

On remarque aussi que les bactéries a gram négatif étudiées sont un peu plus résistantes
par rapport aux bactéries a gram positif vis-a-vis des extraits d’algue.

L’extrait acétonique a des zones d’inhibition entre 11 et 36 mm, I’extrait hexanique a des
zones d’inhibition entre 15 et 22 mm, pour I’extrait dichlorométhanolique les zones
d’inhibition sont comprises entre 16 et 25 mm, et [’extrait méthanolique a des zones
d’inhibition entre 10 et 23 mm. L’extrait d’algue fraiche a des zones d’inhibition comprises
entre 14 et 27 mm.

Micrococcus luteus montre une sensibilité vers les extraits méthanolique,
dichlorométhanolique et hexanique, avec des diametres d’inhibition de 21.5, 24 et 21 mm,
respectivement, 1’extrait d’algue fraiche a aussi un effet inhibiteur important sur cette bactérie
avec une zone d’inhibition de 25 mm.

Staphylococcus aureus est beaucoup plus sensible a I’extrait dichlorométhane avec un
diametre d’inhibition de 24.5 mm, par rapport aux autres extraits ou la zone d’inhibition est

comprise entre 14 et 21 mm.
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Donc on peut dire que les deux bactéries a gram positif utilisées dans notre étude montrent
des zones d’inhibition importantes lorsqu’il s’agit de [’utilisation de 1’extrait
dichlorométhanolique.

Pseudomonas aeruginosa semble trés sensible a 1’extrait acétonique avec un diamétre
d’inhibition de plus de 34.5 mm, Cette zone d’inhibition est caractérisée par 1’absence de
développement d’aucune bactérie et ayant un aspect trés clair. Elle a des diametres
d’inhibition entre 12.5 et 16.5 mm pour les autres extraits d’algue utilisés,

Dans le cas d’Escherichia coli, elle aussi a un diamétre d’inhibition important de 19.5 mm
avec I’extrait dichlorométhanolique, ce résultat est en accord avec celui obtenu par d’autres
chercheurs (Reichelt et al., 1984), elle a des diameétres entre 14 et 17 mm pour les autres
extraits d’algue utilisés,

Klebsiella pneumoniae est comme P. aeruginosa, sensible a I’extrait acétone, le diamétre
d’inhibition est de 21 mm, les diametres pour les autres extraits utilisés sont entre 10 et 18
mm.

Les résultats obtenus par Noemi et al., (2007), qui ont rapporté qu’une haute activité a été
observée vis-a-vis Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Escherichia coli (ATCC 35218) et
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) par un extrait méthanolique de 1’algue rouge
A.armata, s’accordent parfaitement avec ceux obtenus dans notre étude.

Les diametres d’inhibitions importants de [’extrait acétonique sur les grams négatifs
peuvent étre dus a la capacité de 1’acétone de faire extraire un composé bioactif depuis
I’algue, qui agit sur la paroi de ces bactéries (LPS).

L’extrait dichlorométhanolique a montré un effet inhibiteur important vis-a-vis de toutes
les souches bactériennes étudiées. Ces résultats montrent bien que le dichlorométhane lui
aussi, comme le méthanol, a un pouvoir d’extraction treés important. Cela peut étre expliqué
par le fait que ce solvant a une polarité importante et que 1’Asparagopsis armata renferme
probablement de nombreuses substances apolaires, ayant un effet antibiotique, tels que les
composés terpéniques et les lipides (Moujahid et al., 2004).

L’extrait hexanique, lui aussi a montré son effet inhibiteur vis-a-vis des bactéries a gram
positif, cela peut étre di a la capacité de I’hexane de faire extraire un composé bioactif depuis
I’algue, qui agit sur la paroi de ces bactéries (peptidoglycanes et/ou acides téchoiques).

Sharma et Tripathi., (2006) ont montré que 1’hexane agit sur la paroi cellulaire, provoquant
la perte de rigidité et I'intégrité de la paroi.

McConnell et al., (1977), ont montré qu’une série de composés halogénés d’une faible

taille moléculaire (halo-méthanes, halo-éthers, halo-acétats), sont responsables de 1’activité
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antimicrobienne de 1’Asparagopsis armata. (Burreson et al., 1976 ; Salvador et al., 2007 ;
Bansemir et al., 2006 ; Maria et al., 2005).
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Tableau 3 : Evaluation de ’activité antibactérienne des différents extraits d’algue récoltée exprimée en diamétre d’inhibition (mm)

Diamétre d’inhibition selon le solvant utilisé (mm)

Souche bactérienne Gram Extrait algue fraiche
Acétone Hexane Dichlorométhane = Méthanol
Staphylococcus aureus ++ ++ . T P
Positif
Micrococcus luteus ++ ++ +++ +++ ot
Pseudomonas aeruginosa +++ ++ 4+ ++ v
. - Négatif
Escherichia coli +++ ++ 4+ ++ it
Klebsiella pneumoniae i +++ 4+ + e

Legandes : - pas d’inhibition, + : diamétre d’inhibition inférieur a 10mm, ++ diamétre d’inhibition compris entre 10 et 15mm, +++ diamétre d’inhibition
supérieur & 15mm.
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Figure 19 : Histogramme de I’effet de différents extraits d’algue sur les bactéries.

D’aprés ces résultats, on constate que 1’algue rouge Asparagopsis armata est riche en
agents inhibiteurs antibactériens. La méthode d’extraction utilisée dans notre travail a
probablement permis d’obtenir des extraits qui contiennent plusieurs principes actifs
responsables de 1’inhibition des souches bactériennes.

Dans la littérature, la majorité des composés responsables de l'activité antibactérienne
sont les dérivés terpéniques (Konig et al., 1999 ; Etahiri et al., 2001 ; Wang et al., 2007 ;
Smyrniotopoulos et al., 2008 ; Vairappan et al., 2008 ; Chakraborty et al., 2010 ),
phénoliques (Xu et al., 2003 ; Oh et al., 2008 ; Etahiri et al., 2007), et lipidiques (Findlay
et Patil., 1986 ; Sidqgiui et al., 1993 ; Al- Fadhli et al., 2006 ; Paul et al., 2006 ).

Gao et al., (2011), ont montré que les algues marines n’ont pas seulement une activité
antibactérienne ou antifongique, mais ils sont aussi toxiques pour les cellules cancéreuses.

Farid et al., (2012) ont montré que 1’algue rouge Asparagopsis armata a un effet
inhibiteur remarquable vis-a-vis S. aureus, en utilisant un extrait contenant un mélange
de dichlorométhane et méthanol (V/V), ils ont trouvé que cette algue est plus inhibitrice

pour S. aureus par rapport a d’autre espéces d’algue rouge.
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Farid et al., (2012), ont montré aussi que les algues rouges y compris Asparagopsis
armata ont une forte activité antibactérienne par rapport aux algues vertes et brunes.

Susete et al., (2015), ont également travaillé sur I’activité antibactérienne des algues,
ils ont utilisé trois solvants : le méthanol, dichlorométhane et 1’hexane, mais ils n’ont pas
obtenu une inhibition pour I’E.Coli lorsqu’ils ont utilisé I’extrait d’Asparagopsis armata.
Cela est peut étre di a la méthode d’extraction différente qu’ils ont utilisée dans leur
travail.

Omer et Beyhan., (2011), ont trouvé des diamétres d’inhibition proches des diamétres
observés dans notre étude, lorsqu’ils ont utilisé un extrait méthanolique des algues rouges
Corallina officinalis et Ceramium ciliatum vis-a-vis Escherichia coli et Staphylococcus
aureus.

Bansemir et al., (2006) ont trouvé également que I’extrait dichlorométhanolique
d’algue rouge Asparagopsis armata a une activité antibactérienne puissante sur des
bactéries pathogenes des poissons.

Certains paramétres ont un effet sur I’activité antibactérienne, il y’a toujours une
relation étroite entre I’activité antibactérienne des algues, la saison de récolte et certains
parametres physicochimiques, tels que la température, la lumiére, les sels minéraux et les
mouvements de I’cau (Amimi et al., 2013 ; EI Omari et al., 2013 ), ils constituent les
parametres écologiques essentiels dans la détermination de la fertilité des algues et donc
affectent de facon notable la présence de tel ou tel composé bioactif responsable de

I’activité biologique (Younes et al., 2009).
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Photo 6 : L’effet des différents extraits d’algue vis-a-vis Micrococcus luteus.
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Photo 8 : L’effet des différents extraits d’algue vis-a-vis Staphylococcus aureus.
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Conclusion



Depuis longtemps, les algues sont reconnues comme un aliment de haute valeur nutritive gréace a leur
contenance en vitamines, en minéraux, acides gras et acides aminés essentiels au corps humain.
Dernierement, la découverte de nouveaux composés bioactifs d’origine algale permet leur utilisation a des
fins thérapeutiques.

L’Algérie avec sa longue bonde coticre de plus de 1200 km, constitue une source potentielle en
algues marine hélas non encore exploitée.

Dans ce contexte nous nous sommes intéressés a évaluer ’activité antibactérienne de différents
extraits d’algue rouge Asparagopsis armata.

Les résultats obtenus nous ont permis de conclure :

Le rendement le plus élevé est de I’ordre de 23 ,58% pour I’extrait méthanolique. En ce qui concerne
le pouvoir antibactérien par la méthode de diffusion sur disques, 1’extrait brut dichlorométhanolique, était
plus actif vis-a-vis des souches bactériennes.

Les résultats obtenus in vitro ne sont qu'un premier pas dans la recherche des substances bioactives
d’Asparagopsis armata. Pour cela, nous envisageons de nombreuses perspectives parmi elles :

v Développer les méthodes d’extraction par ’utilisation de plusieurs solvants d’extraction
aux fins de 1’obtention de maximum de composés bioactifs.

v' L’évaluation de I’activité antibactérienne par I’utilisation de différentes méthodes d’étude
et I’évaluation de la biomasse pour avoir une idée plus claire sur les potentialités exploitables de
[’Asparagopsis armata des cotes algériennes.

v’ Laréalisation d’autres études sur I’activité antioxydante de cette algue.

v L’identification des molécules bioactives responsables de cette activité antibactérienne.
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Annexe



Annexes 1

Composition de différents milieux utilisés :
Bouillon cceur-cervelle (BHIB) :

Composition :

Infusion de cervellede veau...............cooevviiiiiiiinnn... 12.5¢
Infusion de ceeur de baeuf...........oooooiiiiiiii i 5.0g
PEPIONE. ... 10.0g
GIUCOSE. .. eeeee et 2.0g
Chlorure de sodium.............oooviiiiiiiiiiiii e, 2.0g
Phosphatase di sodique..........cooviiiiiiiiiii i SgpH=7.4

Préparation :

37 g par litre d’eau distillé. Stérilisation a I’autoclave a température 120C° pendant 20 min.

Mueller-Hinton :

Infusion de viande de beeuf............... 300 cm3
Peptone de caséine...........coceeveerveneenienenen. 17.5¢
Amidon de mais...........c..ooeviiiiiiiiien.. 1.5g
YN ) LSS 17g
Eaudistillé..............ooooi 1000ml
PH.ooice e 7.4

Préparation :

38 g par litre d’eau distillé. Stérilisation a 1’autoclave a température 120C° pendant 20 min.
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Eau physiologique :

Baudistillé ..., 1000ml
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Annexe 2

Evaluation de ’activité antibactérienne des différents extraits d’algue récoltée exprimée en diamétre d’inhibition (mm)

Diamétre d’inhibition selon le solvant utilisé (mm)
Souche bactérienne Gram Extrait d’algue
Acétone Hexane Dichlorométhane Méthanol fraiche
Staphylococcus aureus 14+1,41 21.5+2,12 24.5+ 1,53 16.5+ 0,67 20.6+0,88
Micrococcus luteus . 11+2,47 21+2,82 24+1,62 21.5+ 25.75+1,88
positif
1,53
Pseudomonas aeruginosa 34.5+ 2,12 16.72+ 0,38 16.12+ 0,17 12.5+ 16.5+2,12
0,70
_ : Négatif
Escherichia coli 17+1,42 15.5+0,71 19.5+2,46 14.5+ 17.87+0,53
0,88
Klebsiella pneumoniae 21+1,52 16.25+ 0,35 18.1+ 0,14 10.65+ 0,91 17.25+0,35
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