Al ddal el 4y 30 3all 4y ) sganll
REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE

el &iall g Nall oy laill 3,05
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE
_GYL!‘_, AU L daala
UNIVERSITE AMAR TELIDJI LAGHOUAT

PP PR S
FACULTE DES SCIENCES

DEPARTEMENT DE BIOLOGIE

Mémoire de MASTER
Domaine : Sciences de la Nature et de la Vie
Filiére : Biologie
Option : Biochimie des Produits Naturels
Par:

Mle, Ben tireche Messaouda
Mlle, Khich Reguia

THEME

Etude phytochimique et activité biologique
de I’extrait méthanolique de
Cystoseira tamarixifolia

Soutenu publiquement devant le jury composeé de:

M. Leboukh Mourad Président

M. Benaceur Farouk Examinateur
M. Gouzi Hicham Rapporteur
M. Sifi Ibrahim Co-rapporteur

Année Universitaire 2015/2016



Dédicaces

Je dédie ce modeste travail :
A mes chers parents pour I'éducation et le soutient durant tout mon étude.
A mes chers freres Mohammed, Allal et Taher.
A mes sceurs Khadra et Malika.
A tous les membres de la famille Ben tireche et Rzigui.
A mon binbme Rokia pour sa patience avec moi et a sa famille.
A mes amis : Mbarka, Amina, Souad, Halima, Zineb, Omelkhair, Rbiha, Rabia.
A mes collegues de la promotion de biochimie 2016.
A tous qui me connaisse de pres et de loin.

Messaouda



Dédicaces

Je dédie ce modeste travail :
A mes chers parents pour I'éducation et le soutient durant tout mon étude.
A mon seul cher frere Nadji.
A mes sceurs Hayat et Nourelhouda.
A mon binbme Masseouda pour sa patience avec moi et a sa famille.

A tous les membres de la famille et a mes oncles:
Omar, Mohamed, Bakhouche, Kadour.

A mes collégues de la promotion de biochimie 2016.
A tous qui me connaisse de pres et de loin.

Rokia



Remerciements

Avant toute chose, nous remercions ALLAH, tout puissant, maitre

des cieux et de la terre, qui m’a permis de mener a bien ce travalil.

Tout dabord nous tient surtout a adresser nos plus vifs
remerciements a notre promoteur Mr. Gouzi Hicham, Maitre de
conférences a I'Université Amar Télidji qui nous a fait I'honneur de
réaliser ce travail sous sa direction, pour sa grande patience, pour sa

disponibilité et ses conseils judicieux.

Nous remercions également notre Co-promoteur Mr. Sifi Ibrahim de

nous avoir guidées durant la realisation de ce travail.

Nous tenons également a exprimer nos remerciements a Mr.
Leboukh Mourad d’avoir présidé notre soutenance et Mr. Farouk

Benaceur d’avoir accepté d’examiner notre travalil.

Nous remercions encore tous les enseignants qui nous
accompagnent durant notre cycle d'étude, les travailleurs de la
bibliotheque, et aussi les ingénieurs de laboratoire surtout les

ingénieurs de I'agronomie chaqu’un pour leurs precieuse aide.

Nous remercions toute personne ayant contribué de prés ou de loin a
la réalisation de ce travail.



Résumé. Les algues marines représentent une des souces naturelles riches en susbstances
bioactives. Ce présent travail a pour objectif d'etudier d'une part la composition chimique en
métabolites primaire et secondaires de I'extrait méthanolique d’'une algue marine brune Cystoseira
tamascifolia de la cote marine de Salamandre (Wilaya de Mostaganem) et d’autre part de determiner
ses propriétés antioxydante et antimicrobienne.

L’analyse phytochimique de I'extrait méthanolique de l'algue Cystoseira montre la présence des
phénols, des flavonoides, des stérols, des terpenes, des hétérosides et des composés réducteurs.
Les teneurs en polyphénols, en flavonoides et en caroténoides sont respectivement : 99.04 mg/g
EAG, 104.2 mg/g EQ et 2552.79 mg/mL.

L’activité antioxydante et antiradicalaire ont été evalué respectivement par les tests FRAP et
DPPH. L'extrait méthanolique algal a un pouvoir antiradicalaire plus elevé par rapport aux
antioxydants synthétiques testés (ICsp ppprn = 0.048 mg/ml). L’extrait algal est capable de reduire le fer
ferrique (Fe*'/Ferricyanure) en forme fer ferreux (Fe”). Les resultats des tests de lactivité
antimicrobienne montrent que les bacteries Gram positif sont trés sensible par rapport aux bacteries
Gram négatif vis-a-vis de I'extrait méthanolique de I'algue marine Cystoseira. Ce dernier est capable
aussi d'inhiber de maniére significative la croissance mycelienne de deux champignons
phytopathogenes du genre Fusarium (Fusarium culuorum et Fusarium graminearum).

L'algue marine brune Cystoseira tamascifolia est donc une source prometeuse d’'agents
antimicrobiens capables d’étre utilisés par les industries pharmaceutique et agricole.

Mots clés: Cote marine de Salamandre, Cystoseira tamascifolia, extrait méthanolique, analyse
phytochimique, Test DPPH, Test FRAP, bacteries pathogénes, Fusraium.

Abstract. Marine algae are an important natural source of bioactive compounds. This present work
was aims to study firstly the chemical composition of secondary and primary metabolites presents in
the methanolic extract of a brown marine algae Cystoseira tamascifolia of Salamandre marine coast
(Mostaganem area) and secondly to evaluate its antioxidant and antimicrobial activities

The phytochemical analysis shows that the methanolic extract of Cystoseira algae contained
principally phenolics compounds, flavonoids, terpenes, heterosids and reducing compounds.

The content of total phenolics compounds, of flavonoids and carotenoids were 99.04 mg/g EAG,
104.2 mg/g EQ and 2552.79 mg/mL, respectively.

The antioxidant and antiradical activities were evaluated by FRAP and DPPH methods. Methanolic
algal extract have a high antiradical power than tested synthetics antioxidants (ECsp, pppy = 0.048
mg/ml). The algal extract was able to reduce the Fe3+/Ferricyanide complex to the ferrous form.

The results of antimicrobial activities show that Gram positive bacteria of were more sensitive than
Gram negative bacteria against the methanolic extract of the brown marine algae Cystoseira. This
extract inhibits significantly the mycelia growth of pathogenic fungi of the genus Fusarium (Fusarium
culuorum and Fusarium graminearum).

The brown marine algae Cystoseira tamascifolia can be considered as source of a promising
antioxidant and antimicrobial agents that can be used by pharmaceutical and agricultural industries.

Keywords : Salamandre marine coast, Cystoseira tamascifolia, methanolic extract, phytochemical
analysis, DPPH test, FRAP test, pathogenic bacteria, Fusarium.
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Introduction

L’eau recouvre plus de 70% de la surface du globe terrestre. Elle abrite des organismes
marins qui représentent une énorme ressource riches de nouveaux composés biol ogiquement
actifs (Yong-xinet al, 2011).

Durant ces 30 derniéres années, les microorganismes ce sont devenues pathogenes du fait
de I’apparition des formes résistantes aux antibiotiques (Duchesne, 1897). Par conséquent,
une demande croissante dans la recherche de nouveaux médicaments d’origine naturelle ou il
y a une grande variété d’organismes parmi eux les algues marines Ces derniers sont des
organismes photosynthétiques, ainsi qu’elles comprennent 20 000 a 30 000 especes dans le
monde, soit 18% du regne végétal (Gonzalez del Valeet al., 2001).

Les algues sont riches en métabolites qui peuvent étre des composés bioactifs (TUney,
2006; Al-Mola, 2009; Raasulochana et al., 2009). Ce sont donc une source potentielle et
prometteuse d’'agents pharmaceutiques d’activités biologiques des algues sont trés diverses :
antimicrobiennes, antioxydantes, anti-inflammatoires, cytotoxiques, ains que dautres
activités. (Chbani et al, 2011).

L’étude des produits d’origine marine a débuté a la fin des années 1970 et a conduit a
I’isolement plusieurs substances. Beaucoup d’extraits isolés présentent une potentialité
pharmacologique, bien supérieure a celle de produits naturels provenant des plantes ou
d’organismes terrestres (Blunt et al, 2012).

Dans le corps humain, les produits chimiques exogenes et les processus métaboliques
pourraient produire fortement des radicaux libres, particulierement I’espéce réactive
d'oxygene (ERO), capable d'oxyder les biomolécules, ayant pour résultat 1a mort des cellules
et la destruction des tissus (Halliwell et Gutteridge, 2003). D'ailleurs, ces radicaux libres sont
potentiellement impliqué dans le début de beaucoup de maladies telles que le cancer, arthrite
rhumatoide et athérosclérose auss bien que dans les processus dégénératives liés au
vieillissement (Halliwell et Gutteridge, 1984).

Récemment, une des préoccupations maeures des industriels du domaines agro-
alimentaire et pharmaceutique concerne la substitution des antioxydants synthétiques comme
I’hydroxyanisol butylé (BHA) et I’hydroxytoluéne butylé (BHT) par les antioxydants naturels
vue gue Ces CoOmMposes ce sont averés toxiques provogquant des dommages hépatique, du
cancer, des altérations des activités enzymatiques, et des réactions allergiques (El-Bay et al,
2009 ; Zhang et al, 2007). Par conséquent, les antioxydants naturels représentent des outils
prometteurs pour se protéger contre les dommages cedllulaires causés par les radicaux libres
(Roy et al, 2011).



Introduction

Récemment, plusieurs travaux ont été menés sur les propriétés antioxydantes des extraits
d’algues marines (Kagjiwaraet al., 2006 ; Salvador et al., 2007 ; Shanmughapriya et al., 2008).

De nombreuses especes d’algues marines, en particulier les algues rouges et brunes
possedent des substances ayant des activités antioxydantes. Parmi ces substances, les
caroténoides, les phlorotannins, les polysaccharides sulfatés, les stéroides, les composés
phénoliques, les cétones, les acanes halogénés, les polysulfures cycliques, les vitamines
(A,E,CetB), les acides gras et polyinsaturés et I’acide acrylique sont décrits chez algues
rouges et brunes (Mtolera et Semesi, 1996; Taskin, 2007;Shanmughapriya et al., 2008;
Patra et al., 2009 ; Ye et al, 2009 ; Farvin et Jacobsen, 2013 ; Baboa et al, 2013 ; Gupta et
Abu-Ghannam, 2011; Andrade et al, 2013 ; Manivannan et al, 2012).

Par rapport aux cotes marines de la méditerranée, la biomasse algale des cbtes marines
Algérienne n’as etait que tres peu valorisée comme étant une source potentielle d’agents
antimicrobien et antioxydant. D’apres nos connaissances, aucune étude n’a été faite sur les
activités antioxydante et antimicrobienne de I’algue brune Cystoseira tamascifolia des cotes
marine d’Algérie (Mansouri et al 2005).

Par consequent, I’objectif principal de notre travail est d’étudier d’une part I’activité
antioxydante de I’extrait méthanolique de Cystoseira tamarixifolia récoltée de la cote marine
(Mostaganem-Salamandre) de I’Ouest Algérien et de déterminer d’autre part son pouvoir
antimicrobien vis-avis de quel ques microorgani smes pathogenes.

Ce mémoire présenté en trois parties est séquencé comme suit. La premiere partie concerne
un rappel bibliographique sur les algues marines et quelques généralités sur leurs principales
activités biologiques (activités antioxydantes, antibactériennes et antifongiques). Dans la
deuxiéme partie, nous mettrons en évidences les procédures expérimentales. La troisiéme
partie est consacrée a une discussion des résultats obtenus. Enfin, une récapitulation succincte
des résultats ains que les perspectives ouvrant la voie a des études ultérieures, sont

regroupées dans la conclusion.
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|. Généralités sur lesalgues marines

|.1. Introduction

Les algues regroupent un ensemble des végétaux autotrophes capables de se développer
par photosynthése (Morereet Pujol, 2002)ou bien hétérotrophes et mixotrophes qui sont
reproduit par voie non sexuée et présentés une croissance rapide par division cellulare
(Pelczar, 1993).L appareil végétatif relativement simple est appelé « thalle » dépourvu de
racines, de tiges et de feuilles (Lardiere,2004). Il est constitué de trois parties principales : un
appareil fixateur (crampons), qui simule un systéme racinaire, responsable de I’ancrage du
thalle au substrat ; une partie en forme de pédoncule, le stipe ; une quantité variable de lames
aplatie qui constituent I’essentiel de la surface du thalle, qui realise la photosynthése.
Quelques thalles renferment également des flotteurs, ou vésicules, remplis de gaz, situés ala
base des lames. Les flotteurs permettent le positionnement des lames a proximité de la zone la
plus intense de lumiére (Nabors, 2009).

Les algues ont des formes et des dimensions tres variables, Certaines sont microscopiques
et d’autres sont macroscopique mesurent par plusieurs metres de longueur, mais elles ont
toutes des caractéres communs. Elles sont essentiellement aguatiques dans les eaux douces ou
marines, et certaines vivent sur la neige ou la glace des régions polaires et des hautes
montagnes; D’autres au contraire supportent dans les eaux des sources thermales a
température élevées (algues thermophiles) (Ainane, 2011).

|.2. Classification des algues

De nombreux critéres écologiques, physiologiques ou biochimiques interviennent dans la
phylogénie des algues (Gaél, 2005) telles que les structures cellulaires (la paroi cdlulaire, les
pigments, glucanes de réserve), I’habitat, le cycle de vie et le mode de nutrition. La
classification des algues repose sur cing criteres (Tableau 1) :

|.2.1. Lescritéresbiochimiques
= Lanature des pigments photosynthétiques ;
= Lanature des polyholosides de réserve ;
= Lanature des polyholosides de soutien.
1.2.2. Les critéres mor phocytologiques
= Letypedeflagelle;
» Certainsdétails de la structure cellulaire.

D’apres ces criteres, la pigmentation est le critere principal qui classe les algues en quatre

groupes(Naghraoui, 2014).
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Tableau 1:Caractéristiques importantes des groupes d'algues (Géraldine et Céline, 2009).

Embranchement Nombre
Nom commun Pigments Habitat
(Regne) d'espéces
Chlorophytes Algues vertes 7500 Chlorophylle (ab) | Eau douce,
(Protistes) d'espéces Xanthophylles Caroténes | saumaétre,
salée et
terrestre
Phéophytes Algues brunes | 1500 Chlorophylle (ac) | Eau sdée et
(Plantes) d'espéces Xanthophylles Caroténes | saumaétre
Rhodophytes Alguesrouges | 390 d'especes | Chlorophylle (a rarement | Eau douce,
(Plantes) d) Xanthophylles, | saumétre et salée
Carotenes,
Zéaxanthine,
Phycocyaninec
Phycoérythrine
Cyanophytes Cyanobactéries | 15000 Chlorophyle (@, | Eau riche en
(Procaryotes) algues bleues d'espéces Allophycocyanines, minéraux

Phycocyanine,
Phycoérythrine,
Phycoérythrocyanine

|.3. Lemode de reproduction des algues brunes

Les agues brunes se sont généralement pluricelulaires, de dimensions trés variables. La

majorité de ces algues vivent en milieu marin et présentent une couleur brunétre résultant de

I’association de pigments dominants, a savoir la xanthophylle et la fucoxanthine (Guillaume,

2010).Les caractéristiques principales de ces algues, indépendamment de leur abondance de

caroténoides, xanthophylle et le stockage des produits photosynthétiques excessifs sous forme

de laminaran et de mannitol (Kumar et Singh, 1979,Wienckeet al ,2007). Les parois des

cellules sont riches en un polysaccharide particulier, I’acide alginique, présent sous forme

d’alginate.
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Le paranoide (corpuscule continu dans le plaste et impliqué dans la photosynthese).
L’amidon est toujours absent chez les phéophycées. Chague algue brun est male, femelle, ou
hermaphrodite. Leur cycle peut comporter une ou deux générations (Nabors, 2009).

Il existe fondamentalement deux types de reproduction chez les algues brunes: la
reproduction sexuée et |a reproduction asexueée.

| .3.1. Lareproduction sexuée

La reproduction sexuée fait intervenir la reproduction des gamétes méles (anthéridies)et
des gametes femelles (oogones) qui fusionnent pour donner la naissance d’un ceuf fécondé (ou
zygote) diploide (Prescott et al, 2009). Chaque anthéridie libere un seul anthérozoide et
chaque oogone contient une seule oosphere. L’oosphére fécondée reste fixée au gamétophyte
femelle et se développe en un nouveau sporophyte. Chez plusieurs espéces d’algues brunes,
les gametes males sont attirés par des substances libérées par les gameétes femelles(Figure 1)
(Faller, 2011).

e

! e
] =
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Figurel : Cycle de reproduction sexuée d’une algue brune (Faller, 2011).
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| .3.2. Lareproduction asexuée
La reproduction asexuée basée sur deux types: la fragmentation (multiplication
vegétative) et les spores.

La fragmentation : Le thalle se détache et chaque partie repousse pour former un nouveau
thalle.

Les spores: Certaines sont issues d’une réduction chromatique ou méiose ; on les qualifie
souvent de spores méiotiques, ou méiospores. D’autres ne sont pas meéiotique ; elles sont
souvent qualifiées de spores directes peuvent étre formées dans les cellules végétatives
ordinaires ou dans des structures spécialisées appel ées sporganes qui donnent deux types des
spores, spores mobiles, flagellées sont appel ées zoospores ou des spores non mobiles, formées
dans des sporganes, sont appel és aplanospores (Prescott et al, 2003).

Dans la majorité des cas, la descendance d’un individu comporte une succession de
générations adternativement gaméto-et sporophytiques,a cette succession correspond une
alternance de phases nucl éaires haploides et diploides (Boudoresquest al,2006) .

|.4.Composition biochimique des algues

La composition biochimique des macro-algues est trés variable selon les espéces, |a saison,
les conditions de croissance, stress...etc. (Julie, 2010). Elles se composent généralement de
protéines, d'une faible quantité de lipides comparée au fort pourcentage de glucides, qui sont
essentiellement sous forme de polysaccharides tels que les alginates, les carraghénanes et les

ulvanes (Tableau 2).

Tableau 2 : Analyse globale moyenne des algues en générale (Donadieu, 1985).

Analyse globale moyenne

BaAU oo 80%
MatiereSseches.......vvvvvveiieiiee e 0. 20%
Matieres OrganigUeS. .. .......veveeeneereeneeneeennennns 15%
Matieres minérales............coveiiiiiineieennnnnn, 5%
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|.4.1. Matieres minérales

Les contenus des algues sont dépend de plusieurs facteurs environnementales,
physiologique et géographique, les compositions minérales des algues présentent une valeur
trés importants par rapport les plantes terrestre et les animaux (Ambreen et al ; 2012), Parmi
les nous citons: le magnésium, le cuivre, le potassium, le chlore, soufre, le calcium, le
phosphore (Viguerie et al ,2002 ; Balbo et a, 2013).

|.4.2.Matieres organiques
[.4.2.1 Les caroténoides

Toutes les macroagues contiennent des caroténoides qui sont des pigments liposolubles
composes dunités isoprénes. Ceux sont de puissants antioxydants. Ils représentent en
moyenne 0,1% du poids sec des agues brunes qui sont particulierement riches en
caroténoides et notamment en fucoxanthine, xanthophylles (violaxanthine) et [-caroténe
(Yanetal, 1999).

[.4.2.2 Les polysaccharides
Les algues riches en polysaccharides trés particuliers : les alginates, les agars, les
carraghénanes, les ulvanes, les fucoidiens et les phycocolloides qui sont présentés de 18 a
45%de la masse seche. Les Polysaccharides sont largement utilisés dans l'industrie
alimentaire et pharmaceutique et d'autres branches de I'industrie. Ce sont devenus une source
importante des composeés naturel s bioactifs (Cumashi et al, 2007; Amorim, 2012).

[.4.2.3 Lespolyphénals

La plupart des algues marines contiennent des polyphénols algaux aussi appelés
phlorotannins. Les phlorotannins sont des composés phénoliques constitués par la
polymérisation du phloroglucinol ou défini en tant quunité du monomere 1,3,5-
trihydroxybenzene et biosynthétisées par la voie d'acétate malonate. Les phlorotannins ont été
identifiés a partir de plusieurs familles d'algues brunes, telles que les Alariaceae, |es Fucaceae
et les Sargassaceae. Les phlorotannins sont les composants fortement hydrophiles avec une
large gamme de taille moléculaire entre 126 et 650 kDa (Sathya et al, 2013).

Beaucoup d'études ont prouvé que les phlorotannins sont le seul groupe phénolique détecté
en algues brunes et peuvent constituer jusgqu'a 15 % de leurs poids sec (Glombitza et Keusgen,
1995).

[.4.2.4 L esvitamines

La composition vitaminique des algues brunes est avec des teneurs intéressantes par
rapport les algues rouges et les a gues vertes, malgré les variations saisonnieres. Le tocophérol
présente lavaleur laplus élevé (Balboa, 2013).
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1.4.2.5 Lesprotéines

Récemment les peptides marins ont ouvert une nouvelle perspective dans le
développement pharmaceutique. Les protéines biologiquement actifs ont été isolés non
seulement dans les animaux marins, mais également dans les algues (Wijesinghe et Jeon,
2012).

La teneur en proténes des algues brunes est considérablement faible (6-13%), I'extraction
de ces dernies est difficile en présence des polysaccharides dans les cloisons cellulaires, tels
que des aginates (Balboaet al., 2013).

|.4.2.6 Lesstérols

Le stérol le plus dominante est le fucostérol, bien reconnu pour plusieurs activités
biologiques bénéfiques pour la santé, tels que, réduction du cholestérol, et des activités
antidiabétiques (Figure 2). En outre, le fucostérol augmente I’activité de piégeage des
radicaux libres par les enzymes, tels que le superoxyde dismutase, catalase et glutathion
peroxydase. En plus, le saringosterol, un dérivé du fucostérol, découvert en plusieurs algues
brunes (Phéophyceae), tels que les sonianigrescens et Sargassumringgol dianum, a montré un

pouvoir inhibiteur de croissance de Mycobacteriumtuberculosis(Li et Kim, 2011).

ft
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Figure2 : Structure du fucosterol (Li et Kim, 2011).

1.4.2.7 Lesacides gras polyinsatur és (AGPI)

Les lipides des algues brunessont présentés a des teneurs basses (Burton, 2003) a
I’exception des phospholipides et des glycolipides, qui sont les principales classes de lipides
présents dans les algues. Lorsque la température de I'environnement diminue, les agues
peuvent accumuler des acides gras polyinsaturés (AGPI). AGPI a chaine longue (LC-PUFA)
font partie de I'entretien de la santé de I'hnomme 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
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liaisons. La molécule de lipide est désignée comme les oméga-3 (n-3LC-PUFA) (Chojnacka,
2012).
[1. Présentation de I’algue marine brune Cystoseira tamarixifolia éudiée
[1.1. Description, biologie et écologie de I’algue

[1.1.1. Synonymies
Fucus ericoides, Cystoseira ericoides, Cystoseira selaginoides, Fucus selaginoides, Fucus
tamariscifolius.

[1.1.2. Description

C’est une algue robuste de 10 a 50 cm, de couleur vert olive, iridescente dans I’eau,
produisant une sensation rude au toucher. Le thale cylindrique est fixé par un disgue trés
solide et comprend un axe principal dont les ramifications portent de nombreux rameaux
secondaires plusieurs fois divisés et recouverts de petits ramules épineux appelés “’ feuilles *’
et réceptacle (Figure 3). Ce dernier est renfermé les conceptacles qui sont des cavités
sphériques inclus les zoospores et |es anthérides (Boudouresque et al, 2006).

Elle présente une période de repos I’hiver, elle est alors rude au toucher et réduite (A)
(Figure 3). Dés le printemps, €elle croit et peut présenter des ramules non feuillés (B) et
souples, elle est beaucoup moins rude au toucher. Par la suite elle devient trés touffue (C)
(Figure 3) (Ainane, 2011).

Figure 3 : Représentation schématique de Cystoseira tamariscifolia (Ainane, 2011).
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11.1.3 Position systématique
[1.1.3.1 Legenre Cystoseira
Le genre comprend 51éspéces (Robvieux,2013),ce sont des algues brunes qui sont
présentés par des grandes variations morphologiques et un type commun pouvant étre défini
par: une base de fixation; un axe principa portent de nombreux rameaux primaires,
secondaire et tertiaires (Coll et al, 2010); portant des différenciations végétatives particuliéres
(épines, “feuilles”, tophules) et des organes de reproduction (réceptacles), Les unes sont
localisées pres du niveau des basses mers ou dans les cuvettes littorales, d’autres au contraire
ne s’observent qu’en profondeur (Boudouresque et Perret, 1977).). Les especes de ce genre
sont buissonnantes, trés ramifiées, arborescentes, tres touffues, souvent de grand taille(30cm a
1m ou 2m) (Abdeldj€lil, 2014).
11.1.3.2. Taxonomie d’espece cystoseira tamarixifilia
Classe : Phéophycophyte
Ordre: Fucale
Famille : Cystoseiraceae
Genre : Cystoseira
Espece : Cystoseira tamariscifolia
[1.1.4. Lareproduction
Les especes de genre cystoseira, présente un cycle de vie monogénitiquedipl obiontiqueest
caractérisé par une réduction extréme du gamétophyte. Seule persiste une génération diploide
(sporophyte) qui héberge un gamétophyte inclus et réduit, producteur de gamétes tel est le cas
des fucales (Figure 4) (Robvieux,2013). Les conceptacles, cavités spécialisees, sont les lieux
de formation des gamétanges. On les trouve dans des réceptacles au niveau des extrémités des
rameauX. Les réceptacles des pieds males sont recouverts d’une gelée orange (anthérozoide)
tandis que ceux des pieds femelles sont de couleur vert olive (oosphére).
Lorsque la marée monte, toutes ces cellules sont libérées dans I’eau. Les oospheres
émettent des phéromones pour attirer les anthérozoides qui les fécondent. 1l en résulte un ceuf
qui tombe et se fixe sur n’importe quel support. En germant il donnera naissance a un

nouveau Fucus mée ou femelle (Faller, 2011).
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Figure 4 :Schéma du cycle de vie des especes du genre Cystoseira. A-individu mature, B-
extremité d'une ramification avec des conceptacles, C-conceptacle en coupe transversale, D-
gametes femelle, E-gamétes méle, F-zygote et G-zygote avec rhizoides (Robvieux, 2013).

I1.2. Répartitions géogr aphique des espéeces du genre Cystoseira

Les différents taxons du genre Cystoseira se développent principalement dans toute la
Méditerranée. Certains se développent aussi dans le proche Atlantique. Seize taxons présents
en Méditerranée, sont aussi présents dans d'autres mers et océans du monde. Cependant,
certaines |ocalisations sont douteuses pour certains taxons (Robvieux, 2013).

[1.3. Etudes chimique antérieures des algues brunes de la famille des Cystoseir acées

La famille des Cystoseiracées se compose de plusieurs genres dont certains sont des
distributions trés limitées (Acystis, Bifurcariopsis, Solonophora....) ou sont présentes
seulement sur le continent australien par exemple (Acrocarpia, Carpoglossum, Caulocystis...)
par contre d’autres sont largement répandus (Bifurcaria, Cystoseira, Halidrys....). Parmi ces
derniers, la famille Cystoseiracée a fait I’objet de plusieurs études chimiques qui ont
débutévers les années 76. Ces études ont abouti a la découverte de plusieurs nouvelles

molécules (Ainane, 2011).

11
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D'un point de vue chimique, les algues brunes sont caractérisees généralement, par la
présence d'un pourcentage (en masse) modéré de stérols et de composés terpéniques. Ces
derniers peuvent étre regroupés en deux classes : les terpenes "sensu stricto” et les terpénes a
biogenése mixte dits "méroditerpenes’ qui comprennent un noyau méthyl-
hydroquinoniquesur lequel est fixé un enchainement diterpénique. Chaque classe peut étre
subdivisée en plusieurs groupes : chez les diterpenes, on distingue les linéaires et les cyclisés,
chez les méroditerpénes, ce sont les linéaires, les monocyclisés, les bicyclisés et les
réarranges.

Notons que les algues brunes contrairement aux algues rouges ne contiennent pas de
structure terpénique halogénée (chlore, brome ou iode) car elles sont dépourvues de I'enzyme
responsabl e des réactions d'halogénation : I'haloperoxidase (Ainane, 2011).

I1.4. Activités biologiques de I’algue Cystoseira

Plusieurs travaux ont montré que les extraits organiques de I’algue marine du genre
Cystoseira sont capables de piéger des radicaux libres. Cette activité antioxydante est due ala
richesse de cette algue brune en polyphénols en particulier les phlorotanins et les
meroditerpenoides (de los Reyes et al, 2015 ; Sathya et al, 2013 ; Berber et al, 2015).

Vizetto-Duarte et al. (2016) ont montré que les caroténoides de Cystoseira tamariscifolia
ont un effet cytotoxique et sont capable de provoquer I’apoptose des cellules tumorale
hépatique.

L’ algue marine Cystoseira a également d’autres activités biologiques tels que des activités
antimicrobiennes et anti-inflammatoires (Berber et al, 2015; de los Reyes et al, 2015;
Ainane, 2011).

12
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. Matériels

|.1. Site d’échantillonnage et récole du matériel végétale

L’échantillon d’algue marine étudiée Cystoseira tamarixifolia a été récoltée en mois de
Mars 2016 sur la cOte rocheuses de la plage salamandre (position GPS 35°55°04.49 N ;
0°03446.80 E) située a environ 3 km de lawilaya de Mostaganem (Photo 1).Les prél évements
ont été faits a marée basse (0,5 a 1 metre de profondeur). L’échantillon est transporté au
laboratoire dans des sacs en polyéthyléne. La photographie de I’espéce d’algue marine brune

Cystoseira tamarixifolia récoltée est présentée dans la photo 2.

-
[ ni1]

Photo 1: Station de la récolte de I’algue marine brune Cystoseira tamarixifolia (Wilaya de

Mostaganem ; Salamandre) (Google maps, 2016).

Photo 2 : Photo de I’algue marine brune Cystoseira tamarixifoliaa I’état frais (Khich et Ben

tireche, 2016).

13
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|.2. Souches microbiennes

Les souches microbiennes et fongiques utilisées dans cette étude sont représentées dans le
Tableau (3). Leur croissance est réalisée a 37°C sur gélose Mueller-Hinton Agar (MHA bio
Mérieux) pour les souches bactériennes et en milieu PDA a 27°C pour la souche fongique

(voir Annexes).

Tableau 3 : Origines des souches utilisées dans les différents tests d’activité antimicrobienne.

Bactérie Gram Code Origine
Saphylococcus aureus — ATCC 6538 MNHN
Bacillus cereus Z ATCC 25921 LAPRONA
Micrococcus luteus o ATCC 9341 MNHN
Pseudomonas aeruginosa = ATCC 27853 MNHN
Escherichia coli % ATCC 8739 MNHN
Klebsiella pneumonia > IBMC Strasbourg  MNHN

Champignons Origine
Fusarium culuorum LBUL

Fusarium graminearum

MNHN : Muséum National d’Histoire Naturelle (Paris) ; LAPRONA : Laboratoire des Produits Naturels
(Université de Tlemcen) ; ATCC : American Type Culture Collection ; IBMC : Institut de biologie moléculaire
et cellulaire ; LBUL : Laboratoire de Biologie de I’Université de Laghouat.

|.3. Produits chimiques et milieux de cultures

Les principaux produits chimiques utilisés dans cette éudes sont : méthanol, éhanol,
DPPH (2.2-diphényl-1-picrylhydrazyl), ferricyanure de potassium K3Fe(CN)g, chlorure de fer
( FeCl3), K,HPO, , KH,PO,, acide trichloracétique, acide hydrochlorique(HCI), iodate de
potassum(Kl), iode(l,), acide sulfurique(H,SO4), NaOH,acide gallique, carbonate de
sodium(N&,COg), Folin Ciocalteu, HQCl,, liqueur de Fehling, ninhydrine, nitrite de sodium,
AlCl3, acide acétique anhydride, quercétine, acide L-ascorbique (AA),hydroxyanisole de
butyle(BHA),et le 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl chromane-2-carboxylique acide(Trol ox).

Le milieu Muller-Hinton Agar et le milieu PDA (potatos dextrose Agar) sont utilisés pour
la culture des bactéries et des champignons testés. Leur composition chimique est indiquée

dans I’annexe.
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[I. Méthodes

[1.1. Broyage et préparation d’extrait

Apres séchage a température ambiante (30°C) et a I’ I’abri de la lumiére, I’algue brune
Cystoseira est broyée a I’aide d’un mortier (Photo 3).

.. ok

Photo 3: I’algue brune Cystoseira tamarixifolia séche aprés broyage.

10 g de poudre d’algue sont introduitdans un flacon en verre contenant 100 ml de méthanol
absolu (99%). Aprés une macération de 24 heures sous agitation a température ambiante, Le
macéra obtenu est filtré trois fois a I’aide du papier filtre puis évaporés a sec sous pression
réduite a 45°C a I’aide d’un Rotavapeur. Le résidusec obtenu est solubilisé dans duméthanol
pur pour une concentration finale de 200 g/I. La solution obtenue mise dans un tube en verre
Vissé qui est conservé a4°C pour étre utilisé ultérieurement.

Le rendement d’extraction est déterminé par rapport de la poudre initiale de I’extrait en
appliquant laformule suivante :

P2-pi
o

100

Rendement d’extraction (%) =
Avec:
P1 : poids du ballon vide.
P2 : poids du ballon aprés I’évaporation du méthanol.
PO : poidsinitial delapoudre agale (10 g).

I1.2. Tests phytochimiques
Des tests phytochimiques ont été effectués sur I’extrait d’algue Cystoseira tamarixifolia

pour détecter I’existence des déférents composés selon le changement de coloration et la
réaction de précipitation.
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[1.2.1. Les phénols
Pour 2ml de I’extrait dilué ; on ajout 1.980ml d’eau distillée et 100 pl FeCI3 (10%). La
présence des phénols est indiquée par I’apparition de couleur bleu ou vert (Kuppusamy et al.,
2014).
11.2.2. Lesalcaloides
Deux réactifs sont utilisés: 100 pl réactif de Mayer et 200ul réactif de Wagner qui sont
préparés :
Réactif de Mayer : 0.5g de Kl et 0.1358g de HQCl, solubilisés dans 10 ml d'eau
distillée.
Réactif de Wagner : 0.28g de Kl et 0.127g d'l, solubilisés dans 10 ml d'eau distillée.
L apparition d’un précipité confirme la présence des alcaloides (Bruneton, 1999).
11.2.3. Lesflavonoides
La réaction de détection des flavonoides consiste a traiter 50 pl d’extrait dilué par 1.950ml
de méthanol avec 1 ml d’HCI (1%) et 100 ul de NaOH. La présence des flavonoides est mise
en évidence par I’apparition d’une coloration jaune (Palaniselvam et al, 2014)
I1.2. 4. Lestanins
2ml de I’extrait diluée (50ul d’extrait + 1.95 ml méthanol) avecl00 pl de FeCls
(1%).I’apparition d’une coloration bleu-noire (tanins galiques), brune verdétre
(taninscathéchiques) (Trease et Evans, 1987).
I1.2. 5. Les composés réducteurs
| Leur détection consiste atraiter 200pld’extrait, 2.8ml d’eau distillée et 2ml liqueur de Fehling
(Aml solution A+1ml solution B), puis chauffer dans le bain marie. Un test positif est révélé
par la formation d’un précipité rouge brique (Trease et Evans, 1987).
11.2.6. Lesacides aminés
Ce test est base sur laréaction des acides aminés avec la ninhydrine.50 pl d’extrait diluée,
1ml ninhydrine (0.1%) préparée dans I’éhanol. Le méange est Chauffé dans le bain marie.
La présence des aminoacides est confirmée par I’apparition d’une couleur violette (Harbone,
1998).
11.2.7. Les saponosides
La détection des saponosides est réalisée en gjoutant un peu d'eau a 2 ml d'extrait diluée,
puis la solution est fortement agitée. Ensuite le mélange est abandonné pendant 20 min.
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Lateneur en saponosides est évaluée :
- Pas de mousse = test négatif
- Mousse moins de 1cm = test faiblement positif
- Mousse de 1-2 cm = test positif
- Mousse plus de 2 cm = test trés positif (Trease et Evans, 1987).
11.2.8. Les glucosides cardiotoniques
Ce test est basé sur la réaction de Keller-Kiliani, 1ml d’extrait, 2ml acide acétique glacial,
100pl de Fecls (5%) et 1ml d’acide sulfurique. La présence des glucosides cardiotoniques est
confirmée par la formation de deux phases, une sous forme d’un anneau colorée en brun
rouge (acide acétique) et la deuxiéme en bleu-vert (acide sulfurique).
11.2.9. Les anthocyanes
2 ml d’extrait est gjouté a 2 ml de HCI 2N. L’ apparition d’une coloration rose - rouge qui
vire au bleu violacé par addition100 pl d’ammoniac indique la présence des anthocyanes
(Debray et al, 1971 ; Paris et al, 1969).
11.2.10. Mise en évidences des stérols et triterpenes
Les stérols et les polyterpenes ont été recherchés par la réaction de Liebermann. 5 ml
d’extrait a été évapore sur bain marie. Le résidu est dissout a chaud dans 1 ml d’anhydride
acétique ; nous avons ajouté 0,5 ml d’acide sulfurique concentré au triturat. L’apparition d’un
anneau pourpre ou violet a I’interphase, virant au bleu puis au vert, a indiqué une réaction
positive.
11.3. Dosage des composés phénoliques
11.3.1. Principe de dosage
La teneur en polyphénols totaux des extraits des plantes qui font I’objet d’analyser a été
déterminée par la méthode de Singleton et Rossi (1965).Son principe repose sur le fait que les
ions phénolates formés par addition de carbonate de sodium a la solution d’extrait sont oxydés
par le réactif de Folin-Ciocalteu (Kudaet al, 2005).Ce réactif de couleur jaune est constitué
d’un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique
(H3PMO12040). Il est réduit lors de I’oxydation par les groupements hydroxyles des phénols
en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne,et comme résultat I’apparition
d’une couleur bleuétre, dont I’intensité refléte la concentration en polyphénols totaux dans les

extraits (Ribéreau-Gayon, 1972 ; Vermerris et Nicholson, 2006).

17



Matériels et méthodes

11.3.2. Protocole expérimentale

Le dosage des polyphénols totaux est réalisé par la méthode décrite par Waterhouse
(2001).Un volume de 40 pl I’échantillon convenablement dilué, est introduit dans un tube a
essai contenant initialement 3.16 ml d’eau distillée et 40 ul de méthanol pur. 200 pl du réactif
de Folin-Ciocalteu est ajouté avec agitation a I’aide d’un vortex. Aprés 3 minutes, on ajoute
600 ul de carbonate de sodium (20%) au mélange. puis incubés a I’abri de la lumiére pendant
30 minutes. La lecture est réalisée a une longueur d’onde765nm.contre un blanc (le méme
mélange excepté I’echantillon).Tous les essais sont répétés au moins trois fois. Une courbe
d’étalonnage a été réalisée en paralléle par I’acide gallique a différentes concentrations dans

les mémes conditions que les échantillons (Figure 5).
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Figure 5 : Courbe d'étalonnage d'acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.

Les résultats ont été exprimés en milligrammes équivalent d’acide gallique par gramme du
poids sec de la plante en poudre, en appliquant laformule suivante :
cx V
m
C : Lateneur en phénols totaux (mg d’acide gallique/g de résidu sec).

c : La concentration de I’acide gallique établie a partir de la courbe d’étalonnage (mg/ml).
V : Volume de I’extrait.

m : Le poids du résidu sec (g).
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I1.4. Dosage des flavonoides
I1.4.1. Principe de la méthode
Les flavonoides forment un complexe jaunétre par chélation des métaux (le fer et
I’aluminium), en perdant deux électrons il s’unit a deux atomes d’oxygene du compose
phenolique qui est dans ce cas donneur d’électrons (Ribéreau-Gayon, 1968).L’estimation de
la teneur en flavonoides totaux dans les extraits est déterminée par la méthode de Bahorun et
al (1996).
I1.4.2. Protocole expérimentale
La teneur totale en flavonoide des extraits est mesurée sedlon la méthode
spéctrophotmétrique décrite par (Kim et a, 2003). 50ul de I'extrait convenablement diluée
sont ajoutés a 450 pl d’eau distillée, 150 ul de la solution de nitrite de sodium (5%) suivie par
I’addition de 300 pl de chlorure d’aluminium (10%). Les tubes a essai sont incubés a
température ambiante pendant 5 min, puis 1 ml d’hydroxyde de sodium (1M) est gouté.
L'absorbance du mélange est lue & 510 nm a I’aide d’un spectrophotométre UV/Vis.
La teneur en flavonoides a été calculée a partir d’une courbe d’étalonnage réalisée par
laquercétine a différentes concentrations dans les mémes conditions que les échantillons. Les
résultats sont exprimés en milligramme équivalent de quercétine par gramme de résidu sec

(Figure 6).

0,8

AbSsi0nm = 2,762172 x [Quer Cétine] mgmi
R?=0.9974

Absorbance a 510 nm

0,0 T T T T T
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30

Quercétine (mg/ml)
Figure 6 : Courbe d'étalonnage de quercétine (mg/ml) pour le dosage des flavonoides.
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I1.5. Dosage des car oténoides
La teneur en caroténoides a été déterminée selon la méthode de (Lichtenthaler et al,
1985).L’absorbance des extraits convenablement dilué dans le méthanol est mesurée a I’aide
des pectrophotomeétre UV-Vis a différentes langueurs d’ondes 470, a 653 et a 666 nm. Les
concentrations des chlorophylles a et b éaient déterminées par les égquations suivantes :
Chlorophylle a (mg/ml) = 15, 65 A666 — 7,340 A653.
Chlorophylle b (mg/ml) = 27, 05 A653 — 11, 21 A666.
Caroténoide totaux (mg/ml) = 1000 A470 — 2,860 Ca— 129, 2 Ch/245

[1.6. Evaluation de I’activité antioxydante d’extrait méthanolique d’algue Cystoseira

tamarixifolia
[1.6.1. Méthode de piégeage du radical libre DPPH

Principe: Le DPPH est un radica libre stable violet en solution, il présente une
absorbance caractéristique dans un intervalle compris entre 512 et 517 nm, cette couleur
disparait rapidement lorsque le DPPH est réduit en diphényle picryl-hydrazine par un
composé a propriété antiradicalaire (Figure 7), entrainant ainsi une décoloration. L’intensité
de la couleur est proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a
donner des protons (Sanchez-Moreno, 2002). La réaction primaire est :
DPPHox + Antioxydant o —® DPPH,eq + Antioxydant,, (Rolland, 2004).

2
2
H
- ——
03 N—N OgN N N
1: Diphenylpicrvihydrweyl (free radical) X Diphenylipicrvlbydrazine (nonradical)

Figure 7 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH (Kouamé et al, 2009).

Mode opératoire : Un volume de 100 ul d’extrait a différentes concentrations est gjouté a
2,9 ml de la solution méthanolique du DPPH fraichement préparée. Avec un contrdle négatif,
ce dernier est préparé en paralléle en mélangeant 100 pl du méthanol avec 2,9 ml d’une

solution méthanolique de DPPH ala méme concentration utilisee.
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Aprés incubation a I’obscurité pendant 30 min et a la température ambiante la lecture des
absorbances est effectuée a 517 nm a I’aide d’un spectrophotométre (Brand et al, 1995). Le
contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; I’acide ascorbique
dont I’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons.

Le résultat du pouvoir antiradicalaire, de I’extrait méthanolique d’algues marine étudiée,
exprimés en pourcentage d’inhibition du radical DPPH qui calculer par la formule :

Pourcentage d’inhibition =  Abs,. - Absg/Abs: x 100
Absc: absorbance de la solution de DPPH en absence de I’extrait ;

Abse: absorbance de la solution de DPPH en présence de I’extrait (Djeridane, 2006).
11.6.2. Test de FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

Principe: La méthode FRAP est basée sur la réaction de réduction de fer ferrique (Fe*)
présent dans le complexe KsFe(CN)g en fer ferreux (Fe**) par un antioxydant, la réaction est
révélée par le virement de la couleur jaune du fer ferrique (Fe3+) ala couleur bleue - vert du

fer ferreux(Fe?"). L’intensité de cette coloration est mesurée par spectrophotométrie & 700 nm.
FE(CN ) jaung™ Antioxydant <+——> Fe(CN){ (piey-very) + ANtioxydant oxydé

Protocole expérimental : 50 ul d’extrait de différentes concentrations ont eté ajoutés dans
un mélange de 1 ml de ferricyanure de potassium (K3Fe(CNg)) a 1% et 1 ml d’une solution
tampon phosphate a 1 M (pH= 6). Apres incubation des tubes dans le bain marie a 50°C
pendant 20 min, 1 ml d’acide trichloracétique a 10% ont été ajoutés afin d’arréter la réaction.
1 ml de cette solution a été ajouté a 1 ml d’eau distillée et 0.2 ml d’une solution de chlorure de
fer (FeCls) a 0.1%. L’absorbance des différents échantillons est lue a I’aide d’un
spectrophotomeétre réglé a 700 nm contre un blanc. L’acide ascorbique est utilisé comme
standard.

11.7. Evaluation de I’activité antimicrobienne de I’extrait méthanolique de Cystoseira
tamarixifolia

11.7.1. Activité antibactérienne

Afin de mettre en évidence I’effet antibactérien in vitro d’extrait méthanolique d’algue

Cystoseira tamarixifolia, nous avons choisi |la méthode de diffusion des disques et des puits

sur milieu de Mueller-Hinton gélosé.
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six souches bactériennes ont été choisies pour leur haute pathogénicité et leur multi-
résistance. Ce sont des especes Gram négatif /ou Gram positif, pathogenes et responsables
d’infections graves chez I’homme comme méningites et dont la plupart sont résistantes aux
antibiotiques.

[1.7.1.1. Préparation des preécultures

Les souches bactériennes a tester ont été cultivées dans des boites de pétri contenant du
milieu MuUeller-Hinton Agar. Apres 24 heures d’incubation a 37°C, quelques colonies sont
transférées a I’aide d’une anse de platine dans un tube a contenant 9ml d’eau
physiologique stérile al’autoclave a 120°C pendant 20 minutes.

La suspension bactérienne est bien homogénéisée, son opacité doit étre équivalente a une
densité optique comprise entre 0.08 a 0.10 mesurée a 620 nm. L’inoculum peut étre ajusté en
ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, ou bien de I’eau physiologique sterile s’il est
trop fort.

[1.7.1.2. Ensemencement

L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage sur boites Pétri. Un écouvillon est trempé
dans la suspension bactérienne, puis I’essorer en pressant fermement sur la paroi interne du
tube. L écouvillon est Frotté sur la totalité de la surface gélosée, de haut en bas en stries
serrées. L’opération est répétée quatre fois en tournant la boite de 60° a chaque fois.
L’ensemencement est fini en passant I’écouvillon une derniére fois sur toute la surface
gélosée. L’ecouvillon est rechargé a chaque fois qu’on ensemence plusieurs boites de Pétri
avec laméme souche.

Deux méthodes ont été employées pour évaluer I’effet antibactérien d’extrait méthanolique
d’algue Cystoseira tamarixifolia.

Méthode des disques: Des disques de papier filtre stérilises de 6 mm de diamétre,
imprégneés de 10 pl d’extrait, sont déposés a la surface d’un milieu de Mueller-Hinton coulé
en boites de Pétri, préalablement ensemencées en surface avec une suspension de la bactérie.
Apres incubation de 24h a 37 °C, I’effet des extraits se traduit par I’apparition autour de
disque d’une zone circulaire transparente correspondant a I’absence de la croissance. Plus le
diameétre de cette zone est grand plus la souche est sensible (Choi et al ,2006). Les tests ont
été répétés deux fois, des disques imprégnés dans le méthanol sont aussi utilisés (témoins

négatifs).
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Méthode des puits : La méthode consiste a découper un trou circulaire de 6 millimétres de
diamétre dans la gélose et y verser (25 pl) d’extrait de concentration 200g/I qui diffuse
radidlement ; en donnant une zone d’inhibition circulaire a la surface de la gélose
préal ablement ensemenceée avec la suspension bactérienne (Eymard, 2003).

Pour les deux méthodes on fait un témoin méthanol (témoins négatifs) pour avoir leur effet
sur les souches bactériennes et aussi chaque expérience est répétée deux fois, dans les mémes
conditions.

11.7.2. Evaluation de I’activité antifongique

L’activité antifongique de I’extrait méthanolique de Cystoseira est déterminée sur deux
souches fongiques phytopathogénes appartenant au genre Fusarium: Fusariumculuorum et
Fusarium graminearum.

[1.7.2.1. La pré-culture des champignons

Selon (Colin et al, 1989) pour ensemencer les milieux de culture solides, nous avons
transféré un disque de PDA contenant du mycélium sur un nouveau milieu PDA, préparée au
préalable. Les boites de pétri ensemencées sont incubées dans une étuve réglée a 27°C durant
4 a5 jours.

[1.7.2.2. Etude de I’activité antifongique

La méthode de diffusion a partir d’un disque solide a été utilisée pour mettre en évidence
I’activité antifongique vis-a-vis de I’extrait algal de Cystoseira tamariscifolia et 1a nystatine.

Le milieu de culture PDA est coulé dans des boites pétri 90 mm de diametre, aprés
solidification de la gélose, On met une nappe de 200 ul d’extrait algale a différentes
concentration par écouvillonnage. En suite a I’aide d’une pipette pasteur stérile nous avons
déposé a la surface gélosique un disque de I’inoculum prélevé d’une culture agée de 5 jours
au centre de la boite Pétri. La méthode est répétée deux fois pour chaque souche fongique.

200ul de méthanol pur est utilisé comme témoin négatif et la nystatine a 10 ug comme
témoin positif. L’ensemble des boites de pétri sont incubées pendant 5 jours a27°C.

[1.8. Analyses des données

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + écart type (n=2). Les courbes
d’étalonnages et les activités antioxydantes de I’extrait méthanolique d’algue marine et les
antioxydants standards sont effectuees a I’aide du logiciel SigmaPlot (SigmaPlot for Windows
Version 11.0, Copyright 2008 Systat Software, Inc.).
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|. Rendement d’extraction

L’extraction est une étape trés importante pour I’isolement et I'identification des principes
actifs a haute valeur gjoutée a partir de la matiére végétale, notamment le cas des polyphénals,
qui suscitent actuellement beaucoup d’intérét grace a leur activités biologiques diverses en
particulier leur propriétés antioxydants et antimicrobiennes. Beaucoup d'études ont montré
I'influence des différentes conditions d’extraction sur les rendements d’extraction des
composés phénoliques d’origine végétale, tels que le temps et la température d’extraction, le
pH, la composition chimique des échantillons et la polarité du solvant (Lopez et al., 2011) qui
sont la plus souvent alcoolique (Spignoet al.,2007). Le méthanol est un solvant efficace pour
I'extraction des composés phénoliques et des polyphénols relativement polaires d'origine
végétale (Zeng et al., 2012). Pour cela, nous avons utilisés ce solvant pour la préparation
d’extrait de I’alguebrune Cystoseira tamariscifolia afin de déterminer ses activités
antioxydants et antimicrobiennes.

Un rendement d’extraction d’environ 4.7% a été obtenu avec le méthanol comme solvant
d’extraction. Nos résultat est relativement similaire par rapport a ceux trouvé par Ainane
(2011) et Saidani (2010) qui ont trouvé respectivement des rendements d’extraction de 5.67%
et 6.76% pour I’algue Cystoseira tamariscifolia.

Il. Lestests phytochimiques

Les tests phytochimiques consistent & détecter les différentes familles des composés
existantes dans la plante par les réactions qualitatives de caractérisation. Les tests
phytochimiques ont été réalisés sur I’extrait meéthanolique d’algue brune Cystoseira
tamarixifolia par I'utilisation des réactifs spécifiques pour la révélation des différents
composés. Les résultats expérimentaux des tests phytochimiques sont mentionnés dans le
Tableau (4).
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Tableau 4: Résultats des tests phytochimiques sur I’extrait d’algue cystoseira tamarixifolia.

L es différents composes Résultat
Phénols ++
Flavonoides ++
Alcaloides +
Tanins:

Tanins galliques -
Tanins catéchiques +
Saponosides +
Composee réducteur +++
Acides Aminés +
Stérols et tri terpenes ++
Anthocyanes -
Hétérosides cardiotoniques ++

- : Test négatif ; +: Test faiblement positif ; + + : Test positif ; + + + : Test fortement positif.

Les résultats obtenus montrent que I’extrait méthanolique de cette algue contient
principalement les phénols, les flavonoides, les stérols, les terpenes, les hétérosides
cardiotoniques et les composés réducteurs. Les alcaoides, les tanins catéchiques, les
saponosides et les acides aminés existent mais en faible teneur. Une absence totale est notée
pour les anthocyanes et |es gallotanins.

No résultats sont en accord avec ceux trouvés dans la littérature. Certains auteurs
confirment que les algues brune de la famille des Cystoseiracées sont riches en diterpénes en
particulier le geranylgeraniol et des composés aromatiques tel que e phloroglucinol (Fenical,
1982 ; Vdls et al ; 1993 ; Stiger-Pouvreau et al, 2014). Selon Heo et al. (2005), les especes
d’algues marines contiennent plusieurs composés phytochimiques tels que les flavonoides, les
terpenes et les composés phénoliques.

[I1. Dosage des principaux constituants phytochimiques: polyphénols, flavonoides et
caroténoides

Les teneurs en polyphénals, en flavonoides et en caroténoides de I’extrait méethanolique de
I’algue brune Cystoseira tamariscifolia ainsi déterminées sont respectivement : 99.04 (+2.09)
mg/g EAG, 104.2+1.8 mg/g EQ et 2552.79 (£56.67) mg/ml. Nos résultats sont relativement
similaires a ceux trouvés par d’autres chercheurs.

Balboa et al. (2012) Ben tireche et Achour(2014) et Berber et al. (2015) ont trouve gque la
teneur des polyphénols dans I’extrait méthanolique de I’algue marine Cystoseira est comprise
entre 87.7 et 111.60 EAG mg/g de résidu sec.
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De plus, Guner et al. (2015) ont trouvé que le taux des flavonoides et des composés
phénoliques totaux dans I’extrait méthanolique de I’algue Cystoseira sont respectivement
0.291 (QE mg/g) et 0.161 (GAE mg/g).

L’extrait algal de C.tamariscifolia est plus riche en polyphénols en particulier les
phlorotannins et les fucoxanthine qui sont présents exclusivement chez les algues brunes
comme Cystoseira (Farvin et Jacobsen, 2013; Targett et Arnold, 1998 ; Burtin,
2003).Généralement les algues brunes contiennent des quantités élevées de polyphénols par
rapport aux algues marines rouges et vertes (KarthikaiDevi et al, 2011).

V. Evaluation des activités antioxydants et antimicrobiennes

Les algues appartenant a la famille des phéophycées contiennent diverses substances
bioactives par rapport aux autres familles d’algues (Al-Amoudi et al., 2009; Costa et al.,
2010; Cox et al., 2010; Kang et al., 2004; Kindleysides et al., 2012 ; de los Reyes et al.,
2005). Nous avons pu déterminer quelques propriétés biologiques de I’extrait méthanolique
de [I’algue marine brune Cystoseira en particulier les activités antioxydants et
antimicrobienne.

V.1 Activité antioxydant

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, I’activité antioxydante
des extraits des végétaux. Les tests DPPH et FRAP sont les plus couramment utilisé vue leu
rapidité, fiabilité ainsi que leur faible colt (Senthilkumar et al, 2012).

1V.1.1 Test du radical DPPH

L’activité antioxydant et antiradicalaire de I’extrait méthanolique d’algue marine brune
Cystoseira a été mesurée vis-a-vis du radica DPPH par |a méthode spectrométrique a 517 nm
en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette a
la couleur jaune. Nos resultats montrent que I’extrait algal est capable de piéger le radical
DPPH qui se traduit par la disparition significative de la couleur violette de la solution du
DPPH surtout en présence des concentrations élevées d’extrait méthanolique de I’algue
Cystoseira (Photo 4).
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Photo 4: Les résultats apres 30 min d’incubation du radical DPPH en présence de I’extrait
d’algue Cystoseira tamarixifolia a différentes concentrations.

La Figure (8) montre les pourcentages de piégeage du radical DPPH en fonction des
différentes concentrations d’extrait méethanolique d’algue étudié, ou on constate que le taux
d’inhibition du DPPH augmente avec I’augmentation de la concentration de I’extrait d’algue
cystoseira tamarixifolia de  maniereconcentration-dépendante  (Jayaprakasha et
Bhimanagouda, 2007 ; Glavind et Holmer, 1967).
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Figure 8: Présentations graphiques des pourcentages d’inhibition du DPPH résiduel en
fonction de la concentration de I’extrait d’algue brune Cystoseira et des antioxydants
standards.

Comme il n’existe pas de mesure absolue de la capacité antioxydant d’un composé, les
résultats sont souvent portés par rapport a un antioxydant de référence, comme I’acide
ascorbique (vitamine C), les antioxydants synthétiques BHT (butyl-hydroxy-toluene) ou le
Trolox (acide-6-hydroxy-2, 5, 7,8-tetramethylchroman-2-carboxylique) (Popovici, 2009).
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Les valeurs de I’ECsp de I’extrait des antioxydants standards ainsi déterminées a partir des

graphes sont regroupées dans le Tableau (5).

Tableau 5: Les valeurs d’ECsp des activités antioxydants de I’extrait méthanolique d’algue

brune Cystoseira tamiscifolia.

DPPH Test Ferricyanure/bleu de
(ECso; mg/mL)? Prusse
(ECso; mg/mL)®

g5
8 3 0.048+0.001" 0.31+0.01
1]
5 & o

AA 0.12+0.00 0.034+0.00

BHA 0.12+0.00 0.083+0.00
TROLOX 0.17+0.00 0.12+0.00

ke EC.: s concenration effctv pou el 'cai aonya o 50%, Fabearbance st 05 pou 1 poURH reducteur: 1.1
diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH'). Lavaleur ECs est obtenue par extrapolation & partir de I’analyse de la régression linéaire.
“Chague valeur est exprimée en moyenne + erreur standard” (n = 2).

La concentration de DPPH de 50%, Une faible ECspindique I’activité antioxydant la plus
élevée (Do et al., 2013). De ce fait I’extrait méthanolique de I’algue Cystoseira a le pouvoir
antiradicalaire le plus puissant (ICsp = 0.048 mg/ml) par rapport aux antioxydants testés. Par
conséquent, I’extrait méthanolique de cette algue est tres riche en antioxydants.

La variation des capacités antioxydantes entre les extraits d’algues marines peut étre
attribuée par les différentes composition chimiques en polyphénols (phlorotanins,
phloroglucinol, et fucoxanthine), en vitamines (A, C et B), et en polysaccharides sulfatés
(Cardozo et al ,2007 ; Ganesan et a, 2008 ; Farvin et Jacobsen, 2013 ; Lopez et al,2011;
Balboa et al, 2013 ; Gupta et Abu-Ghannam, 2011; Andrade et al, 2013 ; Manivannan et al.,
2012).

Nos résultats sont en accords par rapport aux travaux de Ben tireche et Achour (2014). Ces
auteurs ont trouvé que I’extrait méthanolique de Cystoseira tamariscifolia représente I’extrait

alga le plus actif sur le radical DPPH avec une valeur I1Csp de 0.0373 mg/ml.
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L’extrait méthanolique d’algue marine brune Cytoseira tamariscifolia a un pouvoir
antiradicalaire sur le DPPH plus élevé par rapport aux extraits d’algue marines brunes
Cystoseira campressa (1Csp = 15.94 mg/mL) (Guner et al, 2013) et Cystoseira crinita (1Csp =
35.46 mg/mL (Berber et al., 2015).

Selon Popovici (2009), plusieurs facteurs influent sur le potentiel antioxydant et la
cinétique de réduction, notamment les conditions de la réaction (temps, rapport
Antioxydant/DPPH’, type de solvant, pH) et |e profil phénolique en particulier.

IV.1.2 Test de FRAP

L’activité antioxydante de I’extrait méthanolique de I’algue marine brune Cystoseira est
étudiée par laméthode FRAP. Cette derniére est un simple, rapide et reproductible.

La présence des réductants dans I’extrait algal provoque la réduction de fer ferrique
Fe3+ présent dans le complexe ferricyanure de potassium K3Fe(CN)6 en fer ferreux (Fe*").
Par conséquent, la quantité du Fe** peut étre évaluée en mesurant et en surveillant
I'augmentation de la densité de la couleur bleu de Prusse du Perl dans le milieu réactionnel a

700 nm (Photo 5) (Do et al., 2013).

Photo 5 : Les résultats de tests FRAP en présence de I’extrait a différentes concentrations.
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D'aprés nos résultats, on constate que l’augmentation de la réduction du fer est
proportionnelle aux concentrations utilisées d’extrait méthanolique d’algue Cystoseira (Figure
9).
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Figure 9: Résultats de la mesure de I’activité antioxydante de I’extrait méthanolique de
I’algue marine brune Cystoseira tamariscifolia et des antioxydants de synthése, déterminée
par letest FRAP.

Nous avons déterminé la concentration ECsy pour I’extrait algal et les antioxydants
standards a partir des graphiques de I’absorbance en fonction de leur concentration ceci afin
de comparer entre leur I’activité réductrice. Cette valeur correspond a la concentration
effective qui cause une augmentation de I’absorbance a 0,5. L’efficacité de réduction de fer
est inversement proportionnelle & la valeur ECs (Ben Tireche et Achour, 2014). D’apres les
valeurs d’ECsp indiquées dans le Tableau (5), on remarque aussi que I’AA, le BHA et le
TROLOX sont des excellents donneurs d’électron par rapport a I’extrait d’algue cystoseira
tamarixifolia. L’acide ascorbique a le pouvoir réducteur le plus élevé (ECso 0.034mg/ml).

Le pouvoir réducteur peut étre attribué principalement aux composes bioactifs associés a
I’activité antioxydant tels que, acide phénolique, flavonoides et autres antioxydants
hydrophiles et hydrophobes qui sont de bons donneurs d’électrons et peuvent terminer la
chaine de réaction des radicaux libres par conversion des radicaux libres en produits plus
stables (Yen et al, 2008).
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Selon Devi et al. (2011), le pouvoir réducteur de I’extrait d’algue brune Cystoseira
tamariscifolia peut étre expliqué par la présence des phlorotannins qui sont des chéateurs
puissants des métaux lourds.

Plusieurs chercheurs ont montré gque les composes phénoliques issus des algues marines
ont des activités antioxydantes élevées sur les radicaux libres (Heo et al., 2005; Kang et al.,
2005; Shibata et al., 2008).

D’aprés Takamatsu et al. (2003), les agues marines contiennent des molécules
antioxydantes telles que I’acide ascorbique et le glutathion ainsi que les métabolites
secondaires comprenant les caroténoides, les acides aminés, les catéchines et |es tocophérols.

Nos résultats ne sont pas en accord avec ceux trouvés par Ben tireche et Achour (2014) et
Saidani (2010). Ses auteurs ont trouvé respectivement les vaeurs ECsy de I’extrait
méthanolique d’algue Cystoseira tamariscifolia déterminé par la méthode FRAP
suivantes 2,91 et 45,04 mg/ml. Cette variation du pouvoir réducteur peut étre expliquée par la
région et la saison de récolte de cette algue marine brune.

IV.2Activité antimicrobienne

IV.2.1Activité antibactérienne

Face aux problemes de la résistance bactérienne aux antibiotiques synthétiques, beaucoup
de travaux ont éé mené sur le pouvoir antimicrobien par les produits naturels d’extrait
végétal.

L'activité antibactérienne de [I’extrait méthanoliqgue d’algue marine Cystoseira
tamarixifolia a été évaluée par deux méthodes différentes (méthode de puits et méthode de
disque) sur la croissance des bactéries pathogénes Gram positif (Saphylococcus
aureus, Micrococcus lutus, Bacillus cereus) et Gram-négatif (Escherichia coli; Klebsiella
pneumoniae; Pseudomonas aeruginosa). L’ampicilline a éé utiliste comme antibiotique
standard pour prédire la sensibilité des souches bactériennes. Cette sensibilité est exprimée
par I’apparition des zones d’inhibition autour de ces disques et puits.

Les résultats de I’activité antibactérienne d’extrait de Cystoseira tamarixifolia obtenus par
la méthode de diffusion sur le milieu Muller-Hinton gélosé sont regroupés dans le Tableau
(6). On constate que les bactéries a gram négatif sont un peu plus résistantes par rapport aux
bactéries a gram positif (Photo 6).

L’ampicilline semble avoir un faible pouvoir antibactérien sur toutes les bactéries a
I’exception de Saphylococcus aureus et de Micrococcus lutus qui se sont avérée les plus

résistantes.
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Tableau 6 : Les résultats de I’effet antibactérien de I’extrait méthanolique de I’algue brune

Cystoseira tamascifolia.

Diametre de la zone d’inhibition (mm)
Gram (-) Gram (+)
Ec Kp Pa Bc Sa Ml
EM 6.00+0.00 | 12.35+0.49 | 11.54+0.48 | 15.65+1.90 | 11.35+0.21 | 10.25+0.21
(2 mg/Disque)
EM 6.00+0.00 | 16.50+0.14 | 19.03+0.27 | 18.53+0.24 | 17.30+0.70 | 16.47+0.24
(25 Ml (200 mymy/PUits)
Amp 10.2+1.83 | 6.00+0.00 | 6.00+0.00 | 6.00+0.00 44.00£0.00 | 55.50£0.70
(10 po/Disgue)

EM : extrait méhanoligue, Amp: ampicilline, Ec: Escherichia coli;Kp : Klebsiellapneumoniae; Pa: Pseudomonas aeruginosa;

Sa: Saphylococcus aureus; Ml : Micrococcud utus,Bc : Bacillus cereus,

Témoin : Méthanol P. areuginosa S aureus

Photo 6 : Lesrésultats de I’effet de I’extrait méthanolique de Cystoseira sur quelques souches

bactériennes (Gram+ et Gram-) par |es méthodes de diffusion surdisques et sur puits.

Nos résultats sont en accord avec ceux trouvé par Saidani (2010). Cet auteur montre que
I’extrait méthanolique de Cystoseira tamascifolia récoltée de la cote marine de Bejaia
(Algérie) donne des zones d’inhibition similaire & notre étude sur Pseudomonas aeruginosa et
Klebsiella pneumonia, avec des diamétres d’inhibition respectifs 15,67 et 18 mm.

D’aprés Djenane et al (2012) chaque diametre (&) d’une zone d’inhibition a une
signification ; @ < 8 mm : bactérie non sensible ; 9 < @ < 14 mm : bactérie sensible; 15< @ <
19 mm : bactérie tres sensible et @ >20 mm : bactérie extrémement sensible.

A partir de cette classification et des résultats indiqués dans le Tableau (1), on constate que
toutes les bactériesa I’exception d’Escherichia coli sont sensiblesa I’extrait méthanolique de

I’algue brune Cystoseira.

32



Résultats et discussion

Nos résultats sont en accord avec ceux trouvé par Youneset al (2009). Ces auteurs ont
trouvé que I’extrait dichlorométhane /méthanol (v/v : 50/50) de I’espéce Cystoseira
tamascifolia récolté de la lagune d’Oualidia (Maroc) a une activité inhibitrice contre les
souches bactériennes Saphylococcus aureus et Bacillus cereus mais ne montre aucune
activitésur la bactérie E.coli.

Farid et al. (2009) ont observé que les extraits d’algues brunes Cystoseira tamariscifolia et
Cystoseira humilis recolté de la lagune d’Oualidia (Maroc) ont un effet inhibiteur sur la
croissance de S. aureus et B. cereus tandis que E. coli est résistante a I’action de ses deux
extrats.

Chbani et al. (2011) ont rapporté que I’extrait méthanolique de I’algue marine brune
Padinapavonica de la cote méditerranéenne au Liban n’as aucun effet antibactérien sur
Klebsiella pneumoniaet Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli.

Wahidi et al. (2014) ont trouvé que I’extrait éthanolique de Cystoseira compressa et de
Cystoseira brachycarpa inhibent la croissance de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Saphylococcus aureus et Bacillus subtilis.

De méme, Tagbakhsh et al. (2011) ont trouvé que les bactéries Gram positif sont plus
sensibles a I’extrait d’algue brune Cystoseira trinodi par rapport aux bactéries Gram négatif.

De plus, nos résultats sont similaires par rapport a ceux trouvés par Berber et al. (2015).
Ces auteurs ont trouvé que I’extrait méthanolique de I’algue brune Cystoseira crinita inhibe la
croissance de Bacillus cereus, de K. pneumonia, de Micrococcus luteus et de S. aureus tandis
gue labactérie E.coli est la souche la plus résistante.

Plusieurs travaux mettent en évidence la grande sensibilité des bactéries Gram positif par
rapport aux bactéries Gram négatif. Cela peut s’attribuer a la différence dans les couches
externes des bactéries Gram négatif par rapport aux bactéries Gram positif. En effet, laraison
de la différence de sensibilité entre les bactéries gram positives et Gram négatives pourrait
étre attribuée aux différences dans les congtitutions morphologiques entre ces micro-
organismes (structure et la composition de paroi cellulaire) (Bouterfas et al., 2014 ; Abirami
et al., 2012).

Selon Berber et al. (2015) la résistance des bactéries Gram négatif est due a la présence
d’une couche de lipopolysaccharide dans leur paroi qui empéche la diffusion intracellulaire
des substances antibactériennes de I’extrait algal.

Néanmoins, ces résultats sont difficilement comparables éant donné que les méthodes
utilisées sont différentes. Le choix du protocole d’extraction et plus particulierement celui du

solvant est trés important.
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De plus, d’autres facteurs tels que I’espéce algale, la souche bactérienne, le
conditionnement de I’algue, la saison de récolte peuvent influence régalement les résultats de
tests antibactériens. La nature du solvant d’extraction a un grand effet sur les propriétés
antimicrobiennes des extraits (Guner et al, 2015).

Plusieurs auteurs ont signalé que les terpénes, Les phlorotanins (phloroglucinol, eckol et
dieckol) et les caroténoides des algues marines du genre Cystoseira ont une activité
antimicrobienne (Caccamese et al, 1985; Amicoet a., 1987 ; Vizetto-Duarte et al., 2016).
(Suleriaet al., 2015 ; Guner et al., 2015 ; Bennamara, 1999).

IV.2.2 Activité antifongique

Nous avons eégalement pu mettre en évidence [I’activité antifongique de [I’extrait
méthanolique de I’algue marine brune Cystoseira sur deux espéces fongiques du genre
Fusarium (Fusarium culmorum et Fusarium gramineaum).

On remarque que I’extrait méthanolique de Cystoseira tamascifolia et la nystatine inhibent
la croissance mycélienne des deux champignons d’une maniére significative et quele pouvoir
antifongique est corrélé avec leur concentrations testées (Photos 7 et 8).

D’aprés les résultats indiqués dans le Tableau (7), I’extrait méthanolique de I’algue
Cystoseira a 100 g/L a une activité antifongique presque comparable a celle de la nystatine a
1.25 g/L ou ils provoquent une inhibition de a croissance mycélienne a 50% (Photos 9 et
10).Ces résultats montrent que I’algue brune Cystoseira renferme probablement de
nombreuses substances ayant un effet antifongique.

Tableau 7 : Résultats de I’effet de I’extrait méthanolique d’algue brune Cystoseira

tamariscifolia et de la nystatine sur Fusarium gramineaum et Fusarium culmorum.

Souches fongiques Diameétre de croissance (mm) apres 05 jours d’incubation

EM Nystatine

72,5511.85‘1T 53.11+4.96"
Eusarium oulmorum 51.5+1.00 39.54+1.44°
44.78+1.30** 26.24+2.95°

42.95+1 20*** 14.56+1.64°

79.2+1.13" 51.4+4.51"

Fusarium aramineaum 71.5+0.14° 29.4+0.942
9 51.85+0.21** 16.53+1.48°
42.2+1.41%** 10.28+2.8°

T : témoins, concentrations de I’'EM : * 12,5¢g/L ; ** 50 g/L ; ***100 g/L.
Concentrations de lanystatine : ?1.25 g/L ; 2.5 g/L ; “10 g/L.
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EM 12,5g/L EM a 100 g/LE. eoli

Temoins {Méthanol pur)

Photo 7 : Résultats de 'effet de extrait méthanolique (EM) de "algue marine brune Cystoseira
tamariscifolia @ différentes concentrations sur Fusarium culmorum,

e . - —

Témoins (Méthanol pur) EM 4125 gL EM a 100 g/L

Photo 8 : Résultats de 'effet de extrait méthanolique (EM) de 1"algue marine brune Cysioseira
tamariscifolia a différentes concentrations sur Fusarinm gramineaum.

Témoins (DMSO0) 1,25g/L 2.5g/L
Photo 9 : Effet de la nystatine sur la croissance du Fusarium graminearim,

Témoins (DMSO) 12581 2.5g/L 10 g/L

Photo 10 : Effet de la nystatine sur la croissance du Fusarivm culmarin.

35



Résultats et discussion

Nos résultats sont comparables a ceux obtenus par d’autres chercheurs mettant en évidence
une action inhibitrice des extraits de I’algue du genre Cystoseira sur la croissance mycélienne
desthalles (Moujahid et al, 2004).

Les effets inhibiteurs de ces extraits sont probablement dus aux composes phénoliques,
dont les algues brunes contiennent des teneurs élevées. D’autres substances de type terpene,
ont été isolées apartir du genre Cystoseira (Moujahid et al, 2004).

La méthode d’extraction utilisée dans notre travail a permis donc d’obtenir un extrait qui
contient probablement plusieurs principes actifs responsables d’une inhibition des souches
fongiques. De ce fait, une purification ainsi que I’identification des substances contenues dans

notre extrait d’algue s’aveérent nécessaires.

36



Conclusion

La prise en considération des algues marines dans cette éude est tout a fait justifiée, car
leur exploitation dans les différents domaines connait un essor remarquable depuis ces
dernieres années. Les algues marines sont riches en métabolites sceondaires ayant des
activités biologiques diverses en particulier d’antioxydantes et antimicrobiennes. En effet, un
trés grand nombre de données expérimentales plaide aujourd’hui en faveur de leur implication
dans |la prévention des diverses pathol ogies associées aux microbes et au stress oxydatif.

L’Algérie avec sa longue bonde cétiére de 1600 Km, constitue une source inexploitable en
algues marines.

Dans ce contexte on s’est intéressés a eévaluer les activités antioxydante et antimicrobienne
(antibactérienne et antifongique) de I’algue marine brune Cystoseira tamarixifolia récolté de
la cote marine de I’ouest algérien.

Dans un premier temps I’analyse photochimique qualitative, a mis en évidence la présence
des tanins catéchiques, des phénols, des flavonoides, des hétérosides cardiotoniques, des
acides aminés, des stérols, des triterpenes et des sucres reducteurs.

Par la suite le dosage quantitatif des métabolites secondaires a indiqué que I’extrait
méthanolique de Cystoseira tamarixifolia est plus riche en polyphénols totaux, en flavonoides
et en caroténoides.

L’étude de I’activité antioxydante par la méthode de réduction de fer et celle du piégeage
de radical libre DPPH d’extrait a montré que Cystoseira tamarixifolia possede un pouvoir
antioxydant relativement elevee.

L’analyse des résultats du pouvoir antibactérien de I’extrait méthanolique vis-a-vis de six
bactéries a permis de visuaiser une action inhibitrice plus importante contre B.cerueus
Klebsiella pneumoniae et P. areruginosa tandis que la souche Escherichia coli est la moins
sensible. Ces résultats laissent dire que Cystoseira tamarixifolia est fortement active surtout
sur les bactéries gram négatif. Les résultats de I’activité antifongique ont montré que I’extrait
méthanolique de I’algue marine brune Cystoseira est trés actif vis- a vis des champignons
phytopathogene du genre Fusarium.

Il ressort de la présente éude que I’algue marine étudiée a montré qu’elle posséde des
perspectives trés intéressantes, et pouvant faire I’objet de plusieurs applications
pharmaceutiques et agricole.

Des travaux supplémentaires seront utiles pour pouvoir identifier la nature des molécules
responsables des activités antioxydantes et antimicrobiennes grace a I’utilisation des
méthodes chromatographiques (HPLC et CPG) et spectroscopiques (IR et RMN).
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Annexe

Milieu Mueller-Hinton Agar (M.H.A)

Infusion de viande de beeuf...............300 mL

Peptone de Caséine..........cccccevveveiveiennn. 17.59
Amidon de MaiS.......ovvviiiiiiiie i 1.5¢
AQAN i 179
Eaudistillée.......cooovieiiiii i, 1000 mL
PH. o e 7.4

Milieu liquide Bouill

on nutritif

PEPLONE. .. ... 50
Extraitdeviande.........coooii i 19
Extraitdelevure..........coooe i, 29

Chlorure de SOiUM ... ..ot e

Bau distillée......ooe e e,
DH e 7.4

Composition du mi

PDA : Patato Dextrose Agar

Pomme deterre......oovveiiieiicee e e e e 200g
GlUCOSE ... e e 20g
AQar-agar.......oei i 15¢
Eau distillée........c.ooviieii e, 1000 mL

PH 7.0

lieu PDA
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