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Résumé

Le présent travail porte sur I’analyse chimique et la détermination de [D’activité
antimicrobienne  de I’huile essenticlle de 1’algue brune Dictyota dichotoma récoltée au
niveau de la corne d’or de Tipaza en Avril 2018.

L’huile essentielle a été¢ obtenue par hydrodistillation avec un rendement moyen de 0.8%.
L’analyse chimique de I’huile essentielle par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (CG/MS) a permis d’identifier 56 composés en se basant sur les
banques de données spectrales (Wiley 7n et NBS75K, nist 02, FFNSC), ainsi que sur les
données de la littérature. La composition chimique de I’huile essentielle est caractérisée par la
présence d’une fraction de sesquiterpénes, dont 1’Albicanol est le produit majoritaire avec
une teneur de 1’ordre de (15,54 %), et une fraction de diterpénes représentée par, notamment,
le Pachydictol A (2,8 %) et « Sanadaol » (1,9 %).

La détermination de I’activité antimicrobienne  est réalisée par la méthode de
I’antibiogramme (diffusion du disque) et par le procédé de dilution en milieu liquide vis-a-vis
de huit microorganismes comprenant sept bactéries et une levure. Les résultats de ces deux
tests ont montré que 1’huile essentielle est caractérisée d’une large activité antimicrobienne

contre la majorité des microorganismes testés.

Mots clés : Dictyota dichotoma, huille essentielle, CG/MS, activité antimicrobienne.
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Abstract

The present work concerns the chemical analysis and the determination of the antimicrobial
activity of the essential oil of the brown alga Dictyota dichotoma obtained from the level of
Tipaza's golden horn.

The essential oil was obtained by hydrodistillation with an average yield of 0.8%. The
chemical study of the essential oil consists in performing a gas chromatography analysis
coupled to mass spectrometry (GC / MS). The analysis made it possible to identify 56
compounds based on the spectral data banks (Wiley 7n and NBS75K, nist 02, FFNSC), as
well as on the data of the literature. The chemical composition of the essential oil is
characterized by the presence of a fraction of sesquiterpenes of which "Albicanol" is the
majority product with a content of the order of (15,54%), and a fraction of diterpenes such as
only "Pachydictol A" (2.8%), "Sanadaol" (1.9%).

The biological study consists in evaluating the antimicrobial activity of the essential oil by the
antibiogram method (diffusion of the disc) and by the method of dilution in liquid medium
towards eight microorganisms comprising seven bacteria and a yeast. The results of these two
tests showed that the essential oil has a strong antimicrobial activity against the majority of

tested microorganisms.

Key words: Dictyota dichotoma, essential oil, CG/MS, antimicrobial activity.
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Introduction générale

Les environnements marins constituent une source riche et inestimable de nouveaux produits
naturels a base de divers composés chimiques qui pourraient jouer un réle dans la mise au
point d’agents thérapeutiques nouveaux, potentiels et utiles [1] car le milieu marin comporte
quatre mondes « vert », « rouge », « brun » et « bleue » [2].

Les algues occupent une place importante dans le milieu marin avec une diversité d’especes
appartenant a tous les niveaux évolutifs, largement distribuées dans les régions cotiéres de
beaucoup de continents [3], capables de produire des substances dont 1’action constitue dans
certains cas, un élément de protection contre les prédateurs naturels ou colonisateurs. Les
algues marines constituent un énorme réservoir de molécules naturelles potentiellement
actives pouvant avoir des effets antimicrobiens sur plusieurs agents pathogénes et infections
humaines [4]. Prés de 20 000 substances naturelles marines ont été isolées a ce jour et
plusieurs espéces de macroalgues se trouvant dans les océans ont déja une valeur commerciale
reconnue dans des domaines variés, tels que : 'alimentation, 1’agriculture, la cosmétique, le
textile, la papeterie, I’industrie pharmaceutique et la médecine [5].

Les algues brunes sont les plus riches en termes de métabolites secondaires issus du monde
marin, elles englobent une grande partie de métabolites dotés d’activités biologiques,
puisqu'on y trouve des substances bioactives de variété structurale remarquable, comme des
antibiotiques, des antiviraux, des anticancéreux, etc. [6].

Les algues brunes du genre Dictyota sont trés répandues dans le monde entier et sont
communes le long des cotes de la mer Méditerranée [7]. Elles ont fait I’objet de plusieurs
études chimiques, ce sont des espéces caractérisées par leur capacité a garder leur surface
relativement exempte d'encrassement biologique, liés certainement a leur production d’un
large éventail de composés bioactifs, notamment les diterpenes [8]. Ces derniéres offrent un
large spectre d’activités biologiques, notamment le pouvoir anti inflammatoire, anti

microbien, anticancéreux, antiviral et antifongique, etc. [9]

Ce travail est subdiviseé en deux parties :
e La premiere est un apercu général sur les algues notamment les algues brunes du

genre Dictyota.



e La deuxieme est réservée a une étude expérimentale portant sur la composition
chimique d’huile essentielle de Dictyota dichotoma par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG /SM) ;

e La troisieme est consacrée a l'activité antimicrobienne d’huile essenticlle de Dictyota

dichotoma.



PARTIE I

Synthese bibliographique



I. Généralités sur les algues

Les algues sont des organismes photosynthétiques pluricellulaires appartenant au groupe des
vegétaux inférieurs de différentes formes [10]. Elles comprennent 72500 espéces dans le
monde, soit 18% du régne veégétal [11].

Elles présentent un appareil végétatif relativement simple appelé (thalle) constitué d’une
fronde, stipe et un crampon ou disque (sans racines, ni tige, ni feuilles) [12]. Le thalle
présente une grande diversité de formes allant de lames simples a des structures plus
complexes. La texture est également trés variée : certaines algues sont gélifiées, voire de
texture cartilagineuse ou spongieuse. Le nombre et le type de ramifications sont des criteres
importants pour identifier les algues. Ce sont des végétaux typiquement aquatiques qui jouent
un role primordial dans le maintien de 1’équilibre écologique. Ce sont donc des : «
Thallophytes eucaryotes, chlorophylliens [13].

Sur le plan de la systématique, les algues sont diviseées en 11 groupes. Nous resterons, pour
des raisons de commodité, avec une classification en 4 groupes. Elles présentent différentes
couleurs mais elles possedent toutes un pigment vert ou la chlorophylle. Elles appartiennent
aux eucaryotes (cellules a noyau vrai) uni ou pluricellulaire, on distingue : les algues brunes
(phéophycées), algues vertes (chlorophycées) et les algues rouges (rhodophycées) sauf les
algues bleues (cyanophycées) qui sont considérées comme organismes procaryotes appelées
aussi cyanobactéries. Les algues présentent des tailles qui varient de micrométres
(microalgues) a dizaines de metres (macro algues) [7].

Aux niveaux taxonomiques des ordres et des familles chez les algues, il est avantageux de
pouvoir joindre les indications de la chimie pour fonder la systématique sur des bases solides,
car la morphologie se révele souvent insuffisante ce qui méne a utilisé la composition
chimique de celles-ci [14].

Les produits naturels issus des algues marines montrent un grand intérét dans 1’alimentation
humaine (75% de 1’exploitation totale) car elles sont constituées de fibres, minéraux,
protéines, lipides et vitamines [15]. Aussi, les phycocolloides d’algues ont un extraordinaire
pouvoir gélifiant et stabilisant ; on peut citer le cas des alginates extraits des algues brunes,
des carraghénanes et agars extraits d’algues rouges [6]. Les algues produisent également des
hydrocolloides tres utilisés dans les industries agroalimentaire (produits laitiers, charcuterie,
conserves de viande, ...), pharmaceutique (comprimés, pansements gastriques, éponges
hémostatiques, ...etc.), et en cosmétologie dont la composition en acide alginique, les

phlorotannins, les fucoidanes et les fucoxanthines possedent diverses propriétés, comme anti-



age, anti-inflammatoires, antiallergiques et anti-rides [16]. Il existe aussi une grande variété
d’algues (Laminaria digitata, Fucus vesiculosus, Chondrus crispus...) qui possédent des
applications médicales diverses comme la stimulation de 1’organisme avec une meilleure
résistance a la fatigue physique, intellectuelle et psychique et aussi des indications pour

I’artériosclérose, 1’arthrose, la déminéralisation ou encore 1’hypothyroidie [17].

I1. Espéces d’algues brunes du genre Dictyota

Les Phanérophytes sont des algues brunes, pluricellulaires presque exclusivement marines,
lipothymiques, parfois épiphytes et principalement présentes dans les eaux froides et
tempeérées [18]. Elles possedent comme pigmentation de la chlorophylle a, c, la B-caroténe, la
fucoxanthine et plusieurs autres xanthophylles responsable a la coloration brune de ces
organismes. La division Phanérophyte dont I’embranchement phaeophycophytes ne posséde
qu'une seule classe, Phaeophyceae, composée d'environ 300 genres et de plus de 2000

especes [19].

1.1 Systématique du genre Dictyota

Des études poussées ont montré que parmi les Phaeophycées, 1’ordre des Dictyotales
représente le troisieme plus important parmi ces algues apres les Ectocarpales et les Fucales.
Il est constitué de 208 especes [20], dont 207 appartiennent a la famille des Dictyotaceae.
Celle-ci est divisée en deux tribus : les Zonarieae et les Dictyoteae. Le genre Dictyota est
principalement représenté par plus de 40 especes [21].

Dictyota dichotoma est 1’espece-type du genre Dictyota. Elle est trés commune en Europe,
que ce soit en mer Méditerranée ou le long de la facade Atlantique. Elle est également
présente en mer Rouge, en mer Noir, au Japon et dans 1’océan Indien, on la trouve aussi dans
les zones ou la salinité reste proche de celle de la mer. Elle est fixée sur des algues ou des
substrats durs (rochers, rails, pieux, pochons...) [22].

Les différentes espéces de Dictyota se trouvent sur les cing continents, principalement dans
les eaux chaudes et tempérées. Parmi les algues appartenant au genre Dictyota, six espéces
ont été identifiees en mer Méditerranée : D. dichotoma, D. fasciola, D. linearis, D. ciliolata,
D. mediterranea et D. spiralis. Le long des cotes francaises, D. dichotoma est, sous ses
différentes formes et variétés, I’espece la plus courante. D. fasciola, D. spiralis et D. linearis
ont également déja été référencées sur le littoral frangais a I’inverse de D. ciliolata et D.
mediterranea. D. ciliolata a été répertoriée uniqguement en Espagne tandis que la présence de

D. mediterranea a été relevée sur les cotes espagnoles, italiennes et grecques [23].
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Il. 2 Présentation de I’espéce Dictyota dichotoma

D. dichotoma est une algue brune photophile que I'on rencontre dans la zone infralittorale,
elle serait développée dans la mer Méditerranée, sur les cbtes atlantiques européennes aussi au
nord de la Norvege [24], sur la cOte ouest de 1’Afrique [25] et sur la cdte atlantique
ameéricaine [26]. De plus, ce taxon semble avoir une large répartition dans les oceans Indien et
Pacifique par exemple, Afrique de I’Est [27], Vietnam [28], Japon [29], Australie [30].

» Etude taxonomique et systématique de I’espéce
Dictyota dichotoma est appelé aussi 1’algue fourchue comme un nom communs frangais. Elle
admet des noms communs internationaux : Forkweed (GB), Cornicella (I), Alga bifurcada (E,
P), Dictyota (E), Gemeine Gabelzunge (D), Gaffelwier (NL), elle est appelée

scientifiguement Ulva dichotoma Hudson 176[31].

» Position systématique de ’espece Dictyota dichotoma

Domaine Eukaryota
V4
Régne Chromista

V4
Embranchement Ochrophyta

N

Classe Phaeophyceae
N7
Ordre Dictyotales
2
Famille Dictyotaceae
V
Genre Dictyota
V
Espéce Dichotoma
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» Morphologie de I’espéce

D. dichotoma présente un thalle aplati en laniéres avec une ramification dichotome et des
rameaux de méme longueur a I’extrémité arrondie qui mesurent entre 5 et 10 mm de large
(figure 1). Elle se fixe au substrat par des rhizoides qui se terminent par des disques adhésifs.
Elle mesure généralement entre 10 et 25 cm de long, mais elle peut parfois atteindre 50 cm en

été. Elle est souvent épiphyte a d’autres organismes tels que les algues ou les gorgones [32].

>

Figure 1 : L’algue brune Dictyota dichotoma

» Examen microscopique

L’examen au microscope permet de constater que 1’extrémité de chaque ruban de D.
Dichotoma est une cellule apicale en forme de déme. La division transversale de cette cellule
engendre la croissance en longueur et la division longitudinale engendre la ramification

dichotomique [33].

» Reproduction et multiplication

Cette espéce est dioique et se reproduit au travers d'un cycle isomorphe. La reproduction se
situe entre le printemps et I'été. Les organes reproducteurs apparaissent sur le thalle, sous
forme de petites taches sombres. Celui-ci se développe en un thalle ou une génération
sporophytique portant a maturité des sporocystes qui libereront des spores. Ces spores se
développeront en un gamétophyte méle ou femelle. La morphologie du gamétophyte et du
sporophyte sont identiques, on parle de génération isomorphe. Le rythme des libérations de

gametes est lié a la révolution lunaire [34].



I11. Etude chimique et potentialités pharmacologiques des métabolites secondaires isolés
des algues brunes du genre Dictyota

La connaissance du métabolisme secondaire constitue un outil de choix a corréler avec les
connaissances biologiques portant sur un organisme. Ainsi, la production métabolique d'un
organisme peut varier au cours des saisons en fonction de différents types de facteurs
biotiques et/ou abiotiques [35].

Les substances d’origine naturelle sont préférentiellement recherchées chez les organismes
marins, spécialement dans les algues brunes qui ont la capacité de synthétiser des métabolites
bioactifs [36]. On peut citer, les polysaccharides [37] et les terpénoides [38] qui sont
considérés comme des molécules bioactives prometteuses dans la recherche de médicaments
anticancéreux [39]. En effet, ces métabolites secondaires possedent des activités biologiques
différentes telles que D’activité antibactérienne [40], antivirale [41], antifongique [42],

antiallergique [43], anticancéreuse [44] et des activités antioxydantes [45].

111.1 Etude chimique du genre Dictyota

Les algues de ’ordre des Dictyotales constituent des sources trés prolifiques en métabolites
secondaires, prés de 350 molécules ont déja été décrites a partir d'algues du genre Dictyota,
notamment des diterpénes cycliques qui présentent plus d’une vingtaine de squelettes

différentes, dont beaucoup sont propres a ces organismes (chimiotaxonomie) [46].

111.1.1 Métabolites secondaires isolés du genre Dictyota

Les monoterpénes réguliers dérivés du géranyl pyrophosphate (GPP) ne sont pas répandus
parmi les algues marines.

Les terpénoides sont synthétisés par voie enzymatique a partir de la voie acétyl-CoA (voie du
mévalonate (MVA)) et / ou du pyruvate (désoxyxylulose-5-phosphate (DXP)) via le
précurseur 2-isopenténylpyrophosphate (2-1PP) et son isomere 3-isopentényl pyrophosphate
(3- IPP).

Les diterpénes des especes de Dictyota peuvent étre divisées en trois groupes résultant de la
premiére cyclisation de Diterpénes du précurseur le géranyl-géraniol (GGPP). Sur la base d'un
schéma biogénétique révisé proposé par les auteurs présents dans une étude antérieure, les

diterpenes ont été répartis en trois groupes (Planches I a I1) [47].
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Figure 2: Représentation des voies biosynthétiques des trois groupes de diterpenes isolés des
especes de Dictyoteae.

Diterpenes du groupe |
Les diterpénes de type xénicane sont les principaux diterpénes du groupe I. lls subissent des

réactions d’oxydation, d’époxydation, de condensation et autres pour donner lieu a des

structures monocycliques, bicycliques et tricycliques .
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Figure 3: Exemples de diterpénes du groupe |

Diterpénes du groupe Il

Les squelettes diterpénes de ce groupe comprennent le dolabellane, le dolastane, le

sécodolastane ...etc. Au total, 120 diterpénes du groupe 1l, dont 69 dolabellanes, ont été isolés

des espéces de Dictyota a la fin de 2017.
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22  R1=0AC, R2=R3=H

20 R=H
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R1=0AC, R3=Me, R3= Me

Figure 4: Exemple de diterpenes du groupe Il

Diterpenes du groupe 111
Les diterpenes du groupe 11l sont principalement des dérivés prénylés de squelettes
sesquiterpéniques connus, y compris des guaiane-prénylés et des épi-élémanes prenylés.
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Figure 5: Structures chimiques du groupe I11
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I11.1.2 Autres types de métabolites secondaires isolés du genre Dictyota
Outre les diterpenes cycliques, plusieurs sesquiterpénes cycliques ont également été isolés de
D. dichotoma [48,49] méme si les algues de la tribu des Dictyoteae sont particulierement

riches en diterpénes cycliques qui constituent la majorité des composés biosynthétisés.

OH

S1 S2 S3 S4

Figure 6: Squelettes de diterpénes du genre Dictyota

Le compose S1 posséde une structure cyclique correspondant au squelette dilophane non
prénylé. Le composé S2 montre un squelette bicyclique qui découle directement du squelette
précédent via une cyclisation. L'axénol S3 possede un atome de carbone spiranique, cette
caractéristique structurale constitue un cas unique chez les algues du genre Dictyota. Ces trois
composés (S1-S3) ont été prealablement isolés a partir de l'algue brune Taonia atomaria, qui
appartient a la famille des Dictyotaceae [50]. Enfin, le composé S4 est un norsesquiterpéne
qui présente un squelette azulénique que I’on retrouve chez les dictyanes (groupe II). Ces
hydrocarbures volatils ont en général des odeurs fortes qui contribuent a « 1’odeur de plage ».
D’autres types de molécules connus chez tous les algues brunes sont ¢galement rencontrées,
on peut citer :

-le saringostérol et fucostérol (stérol majoritaire chez les algues brunes) [51].

-le B-carotene et la fucoxanthine, des caroténoides qui constituent généralement les deux
principaux pigments chez les Phéophycées et plusieurs vitamines.

-les fucoidanes ou les polyphénols présentant des activités antioxydantes [52]

-des hydrocarbures qui sont des phéromones jouant un r6le primordial au niveau de la

reproduction et qui peuvent également intervenir dans la défense chimique [53].
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111.1.3 Fractions volatiles isolées des espéces du genre Dictyota

111.1.3 .1 Généralités sur les fractions volatiles des algues marines

Dans les écosystemes aquatiques, les algues peuvent libérer un large spectre de composes
organiques volatiles (COV), notamment des terpénoides, des furannes, des composés
sulfuriques, des alcanes, des alcénes, des alcools, des aldéhydes, des cétones et des esters
[54], qui sont influencés par des facteurs environnementaux tels que la lumiére, la
température, les conditions nutritionnelles et les stress abiotiques [55]. Ces composés jouent
un réle important dans les écosystémes marins, y compris dans la communication chimique.
Des composés volatils agissent comme des phéromones sexuelles, dans la défense contre les
herbivores chimiques et des inhibiteurs de bactéries et de champignons. Certains composés
volatils présents dans les algues brunes telles que l'ammoniac, la méthylamine, et la
triméthylamine sont générées par des microorganismes ou par des réactions chimiques. Des
procédés tels que la torréfaction sont responsables de la formation de composés volatils.
D'autres composés volatils peuvent agir comme une protection pour les algues marines, par
exemple, le holohedral diterpene, qui défend contre les algues et les poissons herbivores
invertébrés [56]. Les composés volatils de certaines algues comestibles ont été analysés par
des systemes CG-SM, il a été montré que les composes volatils dépendent de I'espece, de
I’origine géographique, la méthode de traitement et les conditions environnementales. En ce
qui concerne l'espéce, certaines études ont révélé que les algues brunes produisent des
composés soufrés de C11, les hydrocarbures et les diterpenes. C’est ce qui explique les
nombreuses etudes réalisées dans le but de déterminer les substances volatiles a l'aide de

différentes méthodes chimiques d’analyse [57].

111.1.3 .2 Fractions volatiles de I’espéce Dictyota dichotoma

a. Composés volatils de I’espece de téte (Headspace) de Dictyota
dichotoma

Les composes organiques volatils (COV) sont des composés a petite molécule ayant une
hydrophilie faible & modérée [58] et une pression de vapeur élevée. lls peuvent traverser les
membranes cellulaires pour étre libérés librement dans I'atmosphére [59]. Les COV agissent
comme un langage utilisé par les plantes dans la communication et l'interaction avec le milieu
ambiant [59], tel qu'un systéeme de défense [59,60] ou pour permettre la reproduction [61]. On
sait également que certains groupes de composés identifiés chez des especes d'algues jouent

un réle important dans les relations entre les plantes supérieures et les insectes [61].
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Les principaux composés organiques volatils identifiés dans ’espace de téte de 1’algue D.
dichotoma sont des sesquiterpenes. Le germacréne D est considéré comme produit majoritaire
dans D. Dichotoma (28%) [48]. Le bicyclogermacéne est également présent et aussi le
bicyclo sesquiphellandrene. Les sesquiterpénes de type cadinényle sont abondants : o-
cadinéne, y-cadinéne, f-cadinene et trans-cadina-1,4-diéne. L'épizonaréne est également
rencontré, il peut étre formé directement a partir du germacrene D ou d'autres cadinenes
intermédiaires. 1l a été proposé que la cyclisation du germacéne D ou de son isomere
endocyclique a double liaison puisse entrainer la formation de squelettes de bourbonéne et de
copaéne. Le B-bourbonéne et 1'a-copaéne ont été aussi identifiés. (o muurolén, y-muuroléne et

a-amorphene en petites quantités [51].

b. Composés organiques volatiles de I’huile essentielle de Dictyota

dichotoma

Des études antérieures sur I’huile essentielle de 1'algue brune D. dichotoma ont éte effectuées
[62], différents groupes chimiques de 12 composes volatils ont été identifiés par CG/SM. Il a
été noté la présence des hydrocarbures (n-Pentadécane), les couronne éther (éther 18-
couronne), les terpénes (B — Cubebene, B-Eudesmol, B-lonone, Dactylol, Pachydictol A),
Aldéhydes (Myristaldéhyde, hexadécanal, (Z) -13-octadécénal) ; squelette naphtalénique
(mélange de 1-isopropyl-4,6-diméthyl-1,2,3,4-tétrahydronaphtaléne et de 4-isopropyl-1,6-
diméthyl) 1,2,3,4-tétrahydronaphtalene) et de hexaéthyléne glycol. La planche suivante

regroupe quelques composés de 1’huile essentielle de D.dichotoma.
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Figure 7: composés organiques volatiles de 1’huile essentielle de Dictyota dichotoma

111.2 Potentialités pharmacologiques des espéeces du genre Dictyota

L’étude des algues brunes du genre Dictyota augmente en raison de son importance
économique émergente en tant que source de diterpénes [38] et d'acides gras polyinsaturés
[63]. Elle montre également un potentiel de bio sorption des métaux lourds [63]. Les
diterpenes issus de Dictyota ont également été identifiés comme options thérapeutiques
potentielles pour différentes pathologies comme [64] le VIH-1 et HSV-1, pour le traitement
antiviral [65], anti-leishmania [66] et activité antipaludique [67] et leur réle d’anticoagulants
[68]. Des extraits bruts de Dictyota se sont révélés efficaces contre les cellules cancéreuses
[69]. D'autres métabolites de Dictyota, tels que les fucoidanes ou les polyphénols, ont
également une activité antivirale démontrée, antitumorale [70], anti-nociceptive et anti-
inflammatoire [71].

Les especes d'algues brunes appartenant a la famille des Dictyotaceae se sont révélées étre
une source riche de diterpénoides biologiquement actifs appartenant a des classes chimiques
trés variées. Dictyota dichotoma représente la plus grande part des diterpenes, au moins 77
composés appartenant a 15 classes ont été décrits [72].

e Diterpénes du groupe I

Quarante diterpénes de type xénicane ont été isolés parmi les métabolites du genre Dictyota et
la plupart d'entre eux ont montré des activités biologiques intéressantes : antivirales, anti-
inflammatoires, cytotoxiques, antifongiques et autres. Les diterpenes de type crenulidanes,
dichotomanes, crenulanes (tableaul)

Tableau 1 : Différents diterpénes du groupe | a activités biologiques

Metabolites 11 Sources Activités Réf
(Diterpénes)
Acetyldictyolal D. dichotoma, baie Cytotoxicité élevée ; [73,24]
‘Diterpénes d'Oshoro, Hokkaido  Activité antifongique faible

monocycliques’ (1)
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‘Diterpénes D. plectens, cote de  Activité antivirale ; Activité ~ [74]
bicycliques’(2) Xuwen, Chine anti-inflammatoire faible
Dictyoepoxide Dictyota sp., Bahia de Activité pesticides [75]

‘Diterpénes Los Angeles importante
tricycliques’(3)

Dictyotadimer A Dictyota sp., Nd [76]
‘Bis-diterpene’(4) Mediterranean Sea
Crenulacetal C D.dichotoma, Activité pesticides [77]
‘Crenulidanes’(5) Nagahamabeach, importante
Ehime
(6) D. menstrualis D. Activité anti-VIH-1 [70,78-
‘Dichotomanes’ pfaffii, Brazil significative ; Inhibiteur de 81]
thrombine ; Effet
antifédant; Inhibiteur contre
les mauvaises herbes de
paturage
Sanadaol D. dichotoma Forte activite algicide [82]

‘Crenulanes’ (7)

e Diterpénes du groupe I

La plupart des diterpénes de ce groupe présentent des propriétés biologiques actives

(Tableau 2).

Tableau 2 : Diterpénes du groupe Il a activités biologiques

Métabolites 11 Sources Activites Réf
(Diterpenes)
Dolabellatrienol D. dichotoma var. Cytotoxicité modérée [83]
(8) Implexa, Mer Rouge
(9,10) 1le magnétique Nd
[84-85]
(11,12,13,14) Liévre, océan indien. Nd [86]
D. bartayresiana
Dolabelladienols  Atol das Rocas, nord- Forte activite antivirale [87]
A - B (15,16) est du Brésil, D. pfaffii
(17,18) D. plectens,mer de Activité antivirale spéciale [88]
Chine meridionale
(19,20) Dictyota sp, lagune du Activité antifouling [89]

Brusc
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Amijiol (21) D. dichotoma var. Activité antitumorale ; [89]

Acétate Implexa, Mer Rouge Activité anti-oxydante
d'Amijiol (22,
23)
24 D. cervicornis Brésil Forte activité
antipaludique; Antifouling [20, 90-
91]
(25,26) Les iles vierges. Nd [92]
D. divaricata
(27) Bulegi, mer d'Oman. Nd [93]
Dictinol (28) D. indica
Dictindiol (29)
Dictintriol (30)
(31,32) Mer de Chine Activité anti-inflammatoire  [88]
méridionale. D. faible
plectens
(33) Collections mixtes de [94]
D. linearis et Forte activité inhibitrice
D. divaricata, fles de la réversible
baie de Honduras
Dichoténol B D. dichotoma Activité antibactérienne et [95]
(34) antifongique importante

“Dichoténols”

e Diterpéenes du groupe Il

La plupart des composés montrent des propriétés biologiques : cytotoxiques, antitumorales,
antivirales, antifouling et antioxydantes.

Tableau 3 : Diterpénes du groupe Il a activités biologiques

Meétabolites Sources Activités Réf
(Ditepénes)
Dictyol C (35) D. divaricata, région  Protection contre les
de la grande barriere  dommages a ’ADN ; [83,96-99]
‘Dictyols’ de corail, Activité antitumorale ;
D. dentata, la plage  Activité antioxydante ;
des baby-boomers, Activité antifouling
Barbade

D. dichotoma var.
mer tyrrhénienne

D. dichotoma,
Patagonie
Pachydictyol A (36) D. dichotoma var. Activité
‘Dictyoxydes’ Implexa, nord de la antithrombotique [100,83,96,

mer Adriatique puissante ; Cytotoxicité 97,9]
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D. menstrualis,
Brésil
D. dichotoma,
Patagonie
D. caribaea
D. ciliolata, cote
caraibe, péninsule du
Yucatan
D. dichotoma var.
implexa, mer rouge

modérée ; Activité
antifouling puissante

Pachydictyol C (37) D. dichotoma, mer Cytotoxicité faible [69]
‘Pachydictyols’ Rouge, Egypte
Acutilols Aet B D. acutiloba, Dissuasion alimentaire [101,102]
(38 ,39) ‘Acutilols’ Tunnels Beach, puissante
Hawalii
Dictytriol (40) D. dichotoma, Japon Nd [103]
‘Dictyroles’
Dictyone (41,42,43) D. dichotoma, mer Cytotoxicité modérée [104 ,102]
‘Dictyones’ Rouge, Egypte
D. volubilis, ile Nd [105]
magnétique,
Queensland,
Australie
9a-hydroxydictyol D. plectens, mer de Activité antivirale [88]
(44) d'isodictyol E Chine méridionale
(45)
Dictyotadiol (46) Patagonie, D. Activité antifouling [96]
dichotoma faible
47) Dictyota spp., Mer Nd [94]
Méditerranée
D. plectens, mer de [88]
3BAcétoxydilophol Chine méridionale activité antivirale
(48) faible
Acétoxypachydiol
(49) ‘Germacrane
prénylée’
Dictyotines A-C D. dichotoma Nd [93]
(50,51) ‘Cadinane-
prénylé’
Dictyoxepine (52) D. volubilis Nd [9]

‘Epi-élémane-prénylé’
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PARTIE 11
Etude expérimentale



Partie expérimentale
Le travail expérimental porte sur [’étude chimique et I1’évaluation de 1’activité
antimicrobienne de 1’huile essentielle de 1’algue brune Dictyota dichotoma.
Cette étude est scindée en quatre parties :
» Préparation de I’huile essentielle ;
» Analyse de I’huile essentielle par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse ;
» Détermination de ’activité antimicrobienne de I’huile essentielle ;

» Détermination de la concentration minimale inhibitrice d’huile essentielle de 1’algue

brune Dictyota dichotoma.

I. Matériels et méthodologies expérimentale

L’espéce Dictyota dichotoma appartient & I'ordre des Dictyotales de I'embranchement des
Phaeophycées (algues brunes). Dictyota est le genre représentatif de la famille des
dictyotacées.

Récolte de I’espéce
Le matériel végétal ayant fait l'objet de notre travail est I'algue brune Dictyota dichotoma, elle

a eté identifiée par le Professeur H. Seridi au niveau du laboratoire Houari Boumediene de
Biologie marine de 1’Université des Sciences et de la Technologie H, B.

L’algue a été récoltée au niveau du complexe la Corne d’Or (36° 37° 32, 91 N, 2° 24’ 20.61
E) de la wilaya de Tipaza (Algeérie).

Figure 8 : Photo originale de I’algue brune Dictyota dichotoma.
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I.1. Préparation de I’huile essentielle de Dictyota dichotoma

L’algue brune Dictyota dichotoma a été triee manuellement pour éliminer les épiphytes et
autres organismes susceptibles de contaminer la nature chimique des huiles essentielles.
Ensuite elle est séchée pendant une semaine dans un lieu sec et aéré. L’algue est ensuite
coupée en petits morceaux. L’huile essenticlle de Dictyota dichotoma est préparée par
hydrodistillation. La méthode consiste a un entrainement des substances volatiles contenues

dans 1’algue par la vapeur d’eau. Les vapeurs arrivent dans le réfrigérant refroidi a une

température de I'ordre de 15/°C. Elles se condensent puis se liquéfient dans 1’erlenmeyer ou

/

I’hydrolat est récupéré.

Bain marie

Chauffe ballon

Figure 9 : Montage d’extraction de 1’huile essentielle par Hydrodistillation.

e Principe de I’hydrodistillation

L’hydrolat est versé dans une ampoule a décanter a laquelle nous rajoutons un volume d’éther
diéthylique. Aprés agitation et dégazage, on laisse décanter. Toute I'huile essentielle contenue
dans la phase aqueuse passe dans la phase organique puisque I'huile essentielle est trés soluble
dans I’éther diéthylique. Il se forme deux phases, la phase supérieure organique contenant
l'huile essentielle de I’algue et I’éther diéthylique, quant a la phase inférieure aqueuse

contenant de l'eau et les produits solubles dans 1’eau. Ainsi, on introduit dans un premier
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temps la phase aqueuse est gardé dans un bécher, qui subit une autre extraction, tandis que la
phase organique dans un autre bécher. Bien que l'eau soit non miscible avec 1’éther
diéthylique. Il y a toujours des traces d’eau dans 1’éther diéthylique. Pour éliminer cette eau,
nous avons utilisé des grains de sulfate de magnésium anhydre (poudre). Une fois la poudre
introduite dans la phase organique, il ne reste plus qu'a filtrer le sulfate de magnésium.

Figure 10 : Extraction par solvant.

Le solvant d’extraction est évaporé a la pression normale afin de récupérer I'huile essentielle.

Figure 11 : évaporation de solvant d’extraction.

L’huile obtenue est pesée, afin d’estimer le rendement, ensuite stockée a 1’obscurité a 4°C
pour des analyses ultérieures.

23



Le protocole général d’extraction utilisé est présenté sur la figure suivante

Tri de I’algue,
séchage et découpage
en petits morceaux

Hydrodistillation

|

Extraction
[ Phase soluble dans I’eau ] Phase soluble dans I’éther
s - U
) ) Séchage
Huile essentielle < (Au sulfate de magnésium)
\_

/ \

Test d’analyse

Analyse par antimicrobienne

chromatographie en phase
gazeuse couplé a la
spectroscopie de masse.

Figure 12. Protocole général d’extraction
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1.2 Analyse de I’huile essentielle par chromatographie gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse « CG-SM »

1-Conditions opératoires

L’analyse est effectuée sur un chromatographe en phase gazeuse couplée a un
spectromeétre de masse QP 2010 ultra EI SHIMADZU, dans les conditions suivantes :
2- Injection
T injecteur = 280 °C.

Mode d’injection : split / splittess.
Volume injecté = 0.5 pl.
3-Colonne

SLB-5ms (30 m x 0.25 mm ‘Diamétre interne’ x 0.25 um “épaisseur du film’).
T four : 50 ° C jusqu'a 300 ° C a3 ° C/min.

Débit du gaz vecteur = 5 ml/min.
4-Détecteur de masse
Mode d’analyse : Scan (40 a 550 amu).

T interface = 280 °C.

Type d’ionisation = ionisation électronique (IE) a 70 eV.
Type d’analyseur : Quadripole.

T Quadrip6le = 250 °C.

T Source = 280°C
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|.3 Etude de I’activité antimicrobienne d’huile essentielle d’algue brune

Dictyota dichotma
I.3.1Antibiogramme (ATB)

Les activités antimicrobiennes d’huile essentielle été déterminé par la technique de diffusion

sur milieu solide (gélose Muller-Hinton). Nous avons adapté un protocole opératoire

développée dans une étude ultérieure [106].

Culture

bactérien

Disque de papier
imbibé d’huile

Incubation a 37/°C

K nendant 24 heures

A
0

Inoculum < >
bactérien Boite de Pétri Diameétre
Coulée avec gélose S
. d’inhibition
Muller Hinton

Figure 13 : Représentation de la méthode de diffusion de disque.

1.3.1.1 Souches utilisees

Les germes qui ont fait I'objet des tests antimicrobiens sont des souches ATCC qui englobent
. des bactéries a Gram négatif (Escherichia coli, Agrobacterium tumefacien, Enterobacter
cloacae, Pseudomonas aeruginosa), des bactéries a Gram positif (Staphylococcus aureus,

Micrococcus luteus, Enterococcus feacium), et une levure (candida albicans)/ (tableau 4).
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Tableau 4 : Souches microbiennes utilisées.

Souches Références

Escherichia coli ATCC 25921
Enterococcus feacium ATCC 51559
Pseudomonas aeroginosa ATCC 9027
Micrococus luteus ATCC 4698
Staphylococcus aureus ATCC 44300
Candida albicans ATCC 10231
Enterobacter cloacae ATCC 13047

Agrobacterium tumefacien ATCC 23308

1.3.1.2 Préparation du milieu de culture
La préparation de milieu se fait selon les étapes suivantes :
> Faire fondre les milieux gélosés solides (Muller-Hinton) dans 1’eau distillée sur une

plaque chauffante thermostatée a 100/°C.

» Couler aseptiquement les milieux de culture dans des boites de Pétri de 90mm de

diametre a raison de 15mL par boite,

» Laisser refroidir et solidifier sur la paillasse.

1.3.1.3 Ensemencement

Le principe d’ensemencement consiste a tremper un écouvillon stérile dans une suspension
bactérienne a une densité optique D.O= 0.8, I’essorer en le pressant fermement (en le
tournant) sur la paroi interne de la bouteille afin de la décharger au maximum. Ensuite, frotter
I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée Mueller-Hinton de haut en bas. Les boites de
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Pétri sont ensuite séchées pendant quelques minutes a température ambiante. Les couvercles

des boites doivent étre maintenus fermés.

1.3.1.4 Déposition des disques et incubation

Le disque imprégné dans I’huile essentielle pure de Dictyota dichotoma, 1égérement séché, est
placé dans le centre du /milieu Muller-Hinton/ préalablement inoculé avec la souche dans une
boite de Pétri, Les boites sont incubées dans 1’étuve pendant 24 h a 37/°C pour les bactéries et

a 30/°C pendant 48 h pour les levures.

1.3.1.5 Lecture des résultats

La lecture se fait par la mesure du diametre de la zone d’inhibition autour de chaque disque a

I’aide d’un pied a coulisse en mm sur le fond de la boite fermée.

1.3.2 Détermination de la Concentration Minimales Inhibitrices (CMI) de

I’huile essentielle de Dictyota dichotoma

La concentration minimale inhibitrice ou CMI est la plus petite concentration de 1’agent
bactérien ayant I’habilit¢ d’inhiber la croissance des bactéries testées. Cependant. La
détermination des CMI d’huile essentielle d’algue étudiée vis-a-vis des sept souches testées
précédemment est réalisée selon la technique de dilution dans des tubes a essai stériles, tel que

recommandé par le comité national pour les normes de laboratoire cliniques [107].

1.3.2.1 Repiquage des souches

Les souches bactériennes utilisées ont été ensemencées a 1’aide d’une anse en platine sur des
boites de Pétri de 90 mm contenant respectivement le milieu Mueller-Hinton solide. Ces
boites ont été incubées a 37 °C pendant 24 h.

1.3.2.2 Préparation et composition de milieux de culture

La plupart des bactéries peuvent étre cultivées sur des milieux artificiels liquides ou solides.
Les conditions permettant la croissance varient beaucoup selon la nature des bactéries. Il
n’existe pas une condition de culture standard permettant la croissance de toutes les bactéries
que l’on peut rencontrer en pathologie. Le milieu de culture utilis€é est International
Streptomyces Project (ISP2) liquide (4g de glucose, 10 g d’extrait de malt, et 4 g de I’extrait
de levure / 1000 ml d’eau distillée), Il est préconise par Shirling et Gottlieb [108].
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Figure 14 : Préparation du milieu de culture. Figure 15 : la stérilisation du milieu.

La stérilisation du milieu est réalisée a 1’autoclave a 120 °C pendant 20 min.

1.3.2.3 Préparation de la preculture
A T’aide d’une pipette Pasteur, quelques colonies bien isolées et identiques de chacune des
souches bactériennes sont raclées et déchargées dans 30 ml de milieu de culture stérile, puis

agitées quelques minutes et incubées dans un bain marie pendent 24 h a 37 °C.

Figure 16 : Solution du préculture.

1.3.2.4 Préparation des concentrations d’huile essentielle

Afin de tester ’activité antimicrobienne d’huile essentielle de Dictyota dichotoma ; une série
de dilutions contient 10 tubes avec le milieu de culture liquide ont été prépare, le premier tube
contenant 4 ml et les 9 autres 2ml de la solution de culture, une série de dilution a été réalisée

pour I’huile essentielle testée, la gamme de concentration est indiqué dans le tableau :

Tableau 5 : Gamme de concentrations d’huile essentielle de Dictyota dichotoma.

N de tube 1 2 3 4 5 6 7 8 9

10

La concentration pl/ml 15 75 | 375|188 | 094 | 047 | 0.23 | 0.12 | 0.06 | Témoin
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Enfin, 100 ul de culture est ajoutée a deux ml des différentes concentrations ensuite incubées

a 37 °C pendant 24 heures.

[ Souche bactérienne ]

g | Préculture

100 ul/ml

!

l Vo a VeV aVe Ve VaWe Ve

2ml

Huile
essentielle

(60 pl/ml)

AAAAAAA U

4ml 2ml Témoin

Figure 17 : Représentation graphique de la méthode de dilution de 1’huile essentielle testée.

1.3.2.5 Lectures des résultats
Les résultats de la concentration minimale inhibitrice sont déterminés directement a partir des

tubes pour lesquels il n’y a pas de croissance visible apres 24 h d’incubation.
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I1. Résultats et discussion

I1.1 Caractéristiques organoleptiques d’huile essentielle de Dictyota

dichotoma
Dans cette étude, trois criteres ont été considérés pour évaluer la qualité organoleptique
d’huile essentielle de 1I’espéce Dictyota dichotoma : I’aspect, la couleur, et I’odeur.

Tableau 6 : Propriétés organoleptiques d’huile essentielle de Dictyota dichotoma

Caractéristiques organoleptiques = Huile essentielle de Dictyota dichotoma

Aspect Liquide
Couleur Jaune
Odeur Caractéristique

I1.2 Rendement en huile essentielle de Dictyota dichotoma

L'extraction d’huile essentielle de 1’algue brune Dictyota dichotma aprés 3h
d’hydrodistillation suivie par 3 extractions liquide/liquide successives nous a permis d’éstimer
le rendement en huile essentielle qui est défini comme étant le rapport de la masse d’huile
obtenue sur la masse de 1’algue séche, exprimé en pourcentage (%), Il est calculé par la

formule suivante :

R (%) = (M huile essentielle / M aigue seche) * 100

R (%) : Rendement en huile essentielle (%)
M huile essentielle - Masse de I’extrait en grammes

M aigue seche : Masse de 1’algue seche en grammes

Le rendement moyen de plusieurs manipulations est de I’ordre de 0.8 %.
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I1.3Analyse de I’huile essentielle par CG/SM

Une masse de 1’ordre de 2mg de I’huile essentielle est dissoute dans 1’acétate d’éthyle, la
solution est injectée dans les conditions citées ci-dessus. L’analyse par CG/SM a permis la
mise en évidence de 68 composés et identifier 56 regroupés dans le tableau (7). Le profil
chromatographique d’huile essentielle est présenté par la figure (12) et des agrandissements
(figures 13,14) :

Tableau 7 : Composition chimique de I’huile essentielle de 1’algue brune Dictyota

dichotoma.
N° Tr Nom des composés IR (lit) IR (cal) % aire
1 4,20 Dimethyl disulfide 722 723 0,01
2 10,25 Benzaldehyde 960 963 0,02
3 10,85 Vinyl amyl carbinol 978 978 0,02
4 11,04 | Hept-5-en-2-one <6-methyl-> 986 983 0,2
5 18,23 | Oxophorone 1148 1145 0,03
6 25,12 Benzo-2,3-pyrrole 1297 1295 0,05
7 27,50 Cubebene <alpha-> 1349 1348 0,34
8 27,73 Eugenol 1357 1354 0,04
9 28,50 | Cyclosativene 1367 1371 0,1
10 28,79 | Copaene <alpha-> 1375 1378 0,12
11 29,15 Bourbonene <beta-> 1382 1386 0,96
12 29,31 Cubebene <beta-> 1392 1390 472
13 29,52 Sativene 1394 1394 0,3
14 30,63 | Ylangene<beta-> 1422 1421 0,5
15 31,13 | Copaene <beta-> 1433 1432 0,4
16 31,83 NI / 1443 9,4
17 31,95 Muurola-3,5-diene<trans-> 1453 1452 0,1
18 32,42 | Caryophyllene <9-epi-(E)-> 1464 1463 0,2
19 32,75 | Germacrene D 1480 1471 0,08
20 32,93 | Gurjunene <gamma-> 1476 1476 1,19
21 33,18 Albicanol / 1481 15,54
22 33,32 Amorphene <gamma-> 1490 1485 8,35
23 33,61 | Tetradecene / 1489 0,35
24 33,77 | 1H-Cycloprop[e]azulene / 1496 8,52
25 34,39 | Tridecanal <n-> 1516 1511 1,68
26 34,68 Cubebol 1519 1518 4,24
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27 34,79 | Cadinene <delta-> 1518 1521 0,62
28 35,01 | Zonarene 1526 1527 8,01
29 35,88 | Naphthalenone, 3,4-dihydro-4,7-dimethyl- / 1548 0,5
30 36,90 Palustrol 1568 1574 0,08
31 37,11 1,6-Germacradien-5-ol / 1583 0,75
32| 37,50 |Gleenol 1590 1590 2,64
33| 39,11 |Epicubenol 1631 1632 0,18
34 39,71 | Cedreanol / 1645 6,2
35 39,81 Muurolol <alpha-> 1651 1651 1,6
36 40,16 NI / 1668 1,27
37 40,29 NI / 1676 0,56
38 41,26 | Germacra-4(15),5,10(14) -trien-1-alpha-ol 1683 1689 1,09
39 41,45 Capnellane-8-one / 1694 0,2
40 4S,5R) -5-Hydroxycaryophyll-8(13) -ene-4,12-

41,62 epoxide / 1718 0,1
41 41,73 E11-Hexadecenal / 1725 0,2
42 4221 Alcool oléylique 1745 0,1
43 42,49 NI / 1748 0,2
44 42,84 NI / 1753 1,66
45 43,28 Mintsulfide / 1758 0,27
46 43,52 NI / 1762 1
47 43,65 NI / 1768 0,04
48 43,8 Tetradecanoic acid 1773 1770 0,02
49 443 NI / 1776 1,3
50 44 .86 NI / 1816 0,6
51 46,35 Farnesyl acetate 1832 1832 0,04
52 46,64 Phytone 1841 1841 0,2
53 48,12 | 3-Hexyl-4,5-dithiacycloheptanone / 1891 2,3
54 49,76 Cembrene 1959 1954 0,2
55 50,04 NI / 1961 0,58
56 50,63 Hexadecanoic acid 1977 1967 0,22
57 51,62 Isopachydictyol A / 1989 1,5
58 52,96 | Methyl eicosa-5,8,11,17-pentaenoate / 2033 0,37
59 53,14 Methyl eicosa-5,8,11,14,17-pentaenoate 2038 0,4
60 53,5 NI / 2057 0,69

33




61| 5401 |NI / 2063 0,06
62 55,3 NI / 2081 0,5
63 55,88 | Pachydictol A / 2168 2,8
64 56,32 Dictyol J / 2195 1,22
65 58,8 Dollailadene / 2234 0,56
66 60,32 | Sanadaol / 2285 1,9
67 62,9 Isopachydictyolal / 2341 0,2
68 75,73 | Cholesterilene 2895 2895 0,04

NI : non identifié
IR (lit) : indice de rétention de la littérature.
IR (cal) : indice de rétention calculé.

L’identification des différents composés est réalisée en se basant sur les banques de données
spectrales ainsi que sur les données de la littérature. Nous avons pu identifier avec exactitude
56 produits représentant 82.14% de la composition totale.

L’examen du tableau montre que la composition chimique est dominée par une fraction de
sesquiterpenes assez fréquemment rencontrés dans le genre Dictyota [109] dont le produit
majoritaire est I’albicanol suivi d’une fraction de diterpénes caractéristiques des especes du
méme genre [110]

La fraction des sesquiterpénes est caractérisée par la présence des composés tels que le
zonarene (8,01), amorphene <gamma-> (8.35), azulene (8.52), Ces composes sont considérés
comme les principaux composes organique volatiles identifiés dans 1’algue D. dichotoma dans
une récente étude phytochimique de I’espace de téte [111]

Cette fraction de sesquiterpenes est biosynthétiquement liés au germacrene D. lls ont
probablement dérivé de la protonation du germacréne D résultant en cations cadinényle,
muurolényle et amorphényle qui vont réagir pour former des produits finaux [112].
Egalement, Il a été proposé que la cyclisation du germacéne D ou de son isomeére
endocyclique a double liaison puisse entrainer la formation de squelettes de type bourbonéne
et de copaene [109]. Le B-bourbonéne a été identifié avec (0,96%) et I’a-copaene avec un
pourcentage inférieur (0.12%). L’existence d’un processus thermodynamiquement
défavorable explique la formation des muurolenes en faible quantité, ce qui est en accord avec
notre résultat le Muurola-3,5-diene a été identifié avec (0.1%) et le Muurolol <alpha-> (1.6%)
[112].
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Concernant la fraction des diterpénes, nous avons noté la présence d’Isopachydictyol A
sanadaol, dictyol J, dollailadene, Pachydictol A, cette derniere classe est trés caractéristique
des especes du genre Dictyota [109].

Des esters gras tels que le méthyl eicosa-5,8,11,14-tétraénoate et le méthyl eicosa-
5,8,11,14,17-tétraénoate ont déja été trouvés dans cette algue dans le cadre des recherches
antérieures [112].

Le nombre de composes non identifiés représente un pourcentage relativement éleve. Cet état
de fait est di notamment a la complexité de la composition chimique ou lié a des

considérations écologiques marines.
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Figure 18 : Profil chromatographique d’analyse de 1’huile essentielle de Dictyota dichotmoa
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Figure 19 : Agrandissement des pics du chromatogramme de 1’huile essentielle de Dictyota dichotoma (partie A)
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Figure 20 : Agrandissement des pics du chromatogramme de I’huile essentielle de Dictyota dichotoma (partie B)
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11.4 Evaluation de Pactivité antimicrobienne de ’huile essentielle par la

méthode de ’antibiogramme
Les résultats de ’activité antimicrobienne d’huile essentielle de Dictyota dichotoma sur les
souches de références ATTCC par mesure de diametre d’inhibition de la croissance des

microorganismes sont donnés dans le tableau (8) et la figures (15).

Tableau 8 : Diamétre d’inhibition obtenu pour les différents microorganismes testés.

Souches Gram Diamétre d’inhibition (mm)

Escherichia colil ) 33
Enterococcus feacium (+) 47
Pseudomonas aeroginosa ) 24
Micrococus luteus (+) 32
Staphylococcus aureus (+) 17
Candida albicans Levure 12
Enterobacter cloacae ) 19
Agrobacterium tumefacien ) 16

L’inhibition de la croissance microbienne est proportionnelle au diametre de la zone
d’inhibition [113].

e Trés fortement inhibitrice : diamétre de la zone > =30mm
e Fortement inhibitrice : 21mm < diamétre de la zone < 30mm
e Modérément inhibitrice ;: 16mm < diamétre de la zone < 21mm

e Légerement inhibitrice : 1 1mm < diamétre de la zone < 16mm
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e Non inhibitrice : diamétre de la zone < 11 mm

Les diametres d’inhibition, générés par 1’huile essentielle, sont trés variables selon les
souches microbiennes utilisées. Avec une diamétre d’inhibition supérieur a 11 mm, I’huile
essentielle de 1’algue brune Dictyota dichotoma montre une activité légére sur la levure
testée Candida albicans (12 mm), I’huile essenticlles a montré une activité moderément
inhibitrice contre les souches Agrobacterium tumefacien (16),Staphylococcus aureus
(17mm), Enterobacter cloacae (19mm), En revanche une forte inhibition est constatée sur
Pseudomonas aeroginosa (24mm), Une grande sensibilité est exprimée par une forte
inhibition de 1’huile essenticlle vis-a-vis des souches Micrococus luteus (32mm),
Escherichia coli (33mm), Enterococcus Feacium (47mm).

D’aprés ces résultats nous avons trouvé que 1’huile essentielle de Dictoyota dichotoma a

une forte activité antibactérienne vis-a-vis la majorité des souches bactériennes testées.

1.5 Détermination de la concentration minimale inhibitrice d’huile

essentielle de Dictyota dichotoma
La valeur de la CMI correspond a la premiére concentration qui inhibe la croissance
bactérienne. L’inhibition de croissance se traduit par un éclaircissement de la couleur du
milieu. Le tableau (9) et les figures (16-21) montrent les résultats obtenus de 1’activité
antibactérienne d’huile essentielle sur les souches bactérienne apres la période
d’incubation.

Tableau 9 : Les concentrations minimales inhibitrices d’huile essentielle de Dictyota

dichotoma.
Souches Gram = Concentration minimale

inhibitrice (ul/ml)

Escherichia coli ) 0.93
Enterococcus feacium (+) 0.93
Pseudomonas aeroginosa ) 3.75
Micrococus luteus (+) 0.93
Staphylococcus aureus (+) 0.45
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Candida albicans Levure 60

Enterobacter cloacae ) 1.87

Agrobacterium tumefacien ) 75

Les résultats montrent que 1’huiles essentielle de Dictyota dichotoma a une trés forte
activité antibactérienne vis-a-vis des quatre bactéries: ‘Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Enterococcus Feacium, Micrococus luteus’ ce qui se traduit par des CMI
de l’ordre de (0.45,0.93,0.93,0.93) pl/ml. Pour les deux bactéries a gram négatives
‘Pseudomonas aeroginosa et Agrobacterium tumefacie’, des CMI de 1’ordre de (3.75,7.5)
pl/ml sont enregistrées respectivement, I’huile essentielle de Dictyota dichotoma montre
une 1égére activité contre ‘Candida albicans’ ce qui correspond a une CMI de I’ordre de 60
pl/ml et confirme la résistance de la levure testée.

L’ensemble des souches testées dans notre étude ont montré un degré de sensibilité élevé
vis-a-vis de I’huile essenticlle. D’aprés les résultats représentés dans le tableau, on peut
constater que I’huile essentielle de Dictyota dichotoma a exercé une importante activite
contre les microorganismes testés. Cette forte activité antimicrobienne est fortement
corrélée a la composition chimique de I’huile essentielle qui est caractérisée par la
présence d’une fraction de sesquiterpénes possédant des activités biologiques, tels que le
copaene, 1’activité antibactérienne de ce composé a montré un effet inhibiteur contre
Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aureginosa et Streptococcus pyogenes
[114].

Concernant la fraction des diterpenes, La plupart de ces composés présentent des
propriétés biologiques, telles que les activités cytotoxiques [100], antitumorales [83],
antivirales [88], antifouling [96] et antioxydantes.

Des travaux antérieurs sur ’activité antibactérienne des extraits méthanoliques et de
dichlorométhane obtenu a partir de I’algue Dictyota dichotoma évaluée vis-a-vis d’un
certain nombre de souches ont noté la présence d’une forte activité antibactérienne contre

Salmonella typhimurium et S. aureus. En plus, Moreau et al. (1988) [115] ont signalé
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I'effet inhibiteur d'extraits a I'nexane de certaines Dictyotaceae, en particulier de D.

dichotoma, sur la croissance fongique
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Conclusion

Dans cette étude nous nous sommes intéressés a la détermination de la composition
chimique et I’activité antibactérienne de 1’huile essentielle de 1’algue brune Dictyota
dichotoma, I’huile essentielle a été obtenue par hydrodistillation avec un rendement moyen
de I’ordre de 0.8%.
L’analyse de I’huile essenticlle de Dictyota dichotoma par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectroscopie de masse (CG/SM), et les banques de données
spectrales ainsi que les données de la littérature, ont permis de relever 68 composes et
d’identifier 56 dont le produit majoritaire est un sesquiterpene ‘1I’Albicanol’ avec une
teneur de 15.54%, elle se caractérisée également par la présence d’autres produits comme
‘I’Epicubenol’ ‘le Pachydictol A’ et ‘le Cedreanol’ avec de grandes teneurs.
L’activité antimicrobienne a été évaluée vis-a-vis des huit souches bactériennes, des
bactéries a des grams négatifes et positifes de références ATCC « Escherichia coli,
Enterococcus Feacium, Pseudomonas aeroginosa, Micrococus luteus, Staphylococcus
aureus, Enterobacter cloacae, Agrobacterium tumefacienv » et une levure « Candida
albicans ».
L’huile essentielle a montré un pouvoir trés fortement inhibiteur vis-a-vis de 1’Escherichia
coli, et [’Enterococcus Feacium avec des zones d’inhibitions de 33 et 47 mm, En revanche
elle représente une faible activité avec la levure Candida albicans testée avec une zone
inhibitrice de 12 mm.
Les résultats de la détermination de la concentration minimale inhibitrice d’huile
essentielle de Dictyota dichotoma montrent une forte activité antibactérienne vis-a-vis aux
quatre bactéries : ‘Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus Feacium,
Micrococus luteus’ ce qui est traduit par des CMI de ’ordre de (0.45,0.93,0.93,0.93) pl/ml.
La présente étude donne un apercu général sur la composition chimique et le potentiel
antimicrobiennes d’huile essentielle d’algue brune marine Dictyota dichotoma; afin
d’améliorer et d’augmenter I’effet bactérienne de 1’huile essentielle de cette algue nos
perspectives de recherche a venir s’axeront sur :

» Extraction par autres méthodes ;

» Elargir la gamme des microorganismes cibles ;

» Préparation d’une nano-émulsion.
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Figure 21 : Activité antibactérienne de I’huile essentielle de Dictyota dichotoma
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Figure 23 : Résultat d’inhibition aprés 24h d’incubation de I’'HE contre Enterococcus
Feacium.

Figure 24 : Résultat d’inhibition aprés 24h d’incubation de I’HE contre Pseudomonas
aeroginosa..
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Figure 25 : Résultat d’inhibition aprés 24h d’incubation de I’HE contre Micrococus
luteus..

Figure 26 : Résultat d’inhibition aprés 24h d’incubation de I’HE contre Staphylococcus
aureus.

—~ B3
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Figure 2 : Résultat d’inhibition apres 24h d’incubation de I’HE contre Enterobacter
cloacae.
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