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Résumé

Notre travail vise & évaluer P’activité antibactérienne des extraits des algues brunes Cystoseira
siricta, Cystoseira temariscifolia et Dilophus spiralis. Et ainsi que Pévaluation de effet de
synergisme entre ces extraits.

Les extraits ont été obtenus par macération a froid, les rendements obtenus sont 0,51 %,
0.97%, et 0,65% pour Cypstoseira siricta, Cystoseira tamariscifolia et Dilophus spiralis
respectivement.

L'activité antibactérienne a &8 déterminée par le procédé de dilution en gélose contre deux
souches de Gram-positive et deux souches de Gram-négative. La gamme des CMI obtenu
¢tait entre 0,25 et 12mg/mi des trois exivaits contre les souches testées montrent une bonne
activité antibactérienne. On outre, Peffet de synergisme éinit absent entre les extraits ufilisés,
par contre les effets d*additions et d’antagonisme ont &€ trouves.

Mots clés : Activité antibactérienne, Cysfosiera tamariscifolia, Cystoseira stricta, Dilophus

spiralis, Synergisme, Extrait végétale.
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Abstract

The overall objective of this work is to evaluate antibacterial activity of extracts of the
brown algae Cystoseira siricta, Cystoseira tamariscifolia and Dilophus spiralis .And as well
as the evaluation of the synergistic effect between these extracts.

The extracts were obtained by cold maceration, the yields obtained were 0.51%, 0.97%, and
0.65% for Cystoseira stricta, Cystoseira tamariscifolia and Dilophus spiralis respectively.
Antibacterial activity was determined by the agar dilution method against two Gram-positive
strains and two Gram-negative strains.

The range of MICs obtained was between 0.25 and 12 mg / mi of the three extracts against the
strains fested, showing a good antibacterial activity. In addition, the synergistic effect was
absent between these extracts. However the effets of addition and antagonism were found.

Key word : Antibacterial activity, Cystosiera tamariscifplia, Cystoseira stricta, Dilophus
spiralis, synergistic, Vegetable extract.
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_ Introduction généaie

Intreduction générale :

L’environnement marin est un écosystéme unigue en raison de Ia diversité des organismes
guil abrite. Parmi ses organismes, les algues fomt preuve d'une imcroyable richesse
De nouvelles espices sont identifiées perpéiucliement et des projections estimaient gue les
36 000 especes qui sont déja répertorides ne représentaient en faite que 17% des 200 000
espéces supposées existantes [11. '

L’ Algérie est un pays avec une face maritime s’étalant sur 1200 Km . c& gu” mmpligue
I"existence de miiliers d’especes marines particuliérement les algues qui présentent une
biomasse irés importante.

D’aprés la nature des pigments, les alsues sont devisées en 4 groupes :

Les cyanophytes ou algues bleues trés abondant dans les emx douces Africaines £

Les chlorophytes ou algues verts la majorité vivent dans les eaux douces ;

1es chrysophytes ou chromophytes ou algues brunes, et Ies rhodophytes ou algues rouges [2].
Ces couleurs correspondent 2 Ia présence de différents pigments photosynthétigues. Le vert
est la couleur de 1a chlorophylle, un pigment présent chez toutes les plantes .Son réle consiste
& transformer I'énergic du soleil pour réaliser Ia photosynthése. Le brun ¢t le rouge, pour lewr
part, proviennent de pigments surnuméraires qui ont pour role de capter I'énergie du soleil et
de Ia diriger vers la chlorophyiie [3].

La classe des Chromophycées est Ia plus riche en espéces actives (85%) suivie par ia classe
des Chlorophycées (40%) et les Rhodophycdes (38%3[4].

Les Cystoseiracées sont des algues brumes faisant partie de la classe dss Phéophycées et de
Pordre des Fucales. Cette famille constitue plusieurs geares: Cysioseirg ,Bifurcaria,
Cystophora, Halidrys {3].

Le genre Cysioseira est connu par sa réparfition mondiale avec environ 80% des especes
presentes e long de la Méditerrande et des cdtes atlantiques adjacentes [5].

Les Dictyotacées sont des algues brunes généralement répandues dans Ies eaux tropicales et
subtropicales faisant partie de la classe des Phéophycées et de ordre des Dictyoiales §6].

L’objectif principal de ce projet &tait Pétude de Pactivitd antibactérienne d’extrait de trois
especes :Cystoseira siricta, Cysioseira tamariscifolia et Difophus spiralis, et Uevaluation de
"effet de synergisme.

Ce travail est subdivisé en deux parties :
La premiere est un apercu géneral sur les algues notamment les algues brunes du genre
Cysioseira et Dictyotaiz.



Introduction générale

Lz deuxieme partie est réservée a une étude experimentale sur I activits antibacterienne des

exiraifs ef aussi le test de synergisme.

58]
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Syntheése bibliographique
%

Dans cette partie bibliographique, nous aborderons les axes suivanis -
e  (éndralités sur les algues.
* Biologie des algues brunes du genre Cysioseira.
¢  Genéralités sur Palgue brune du genre Diciyorale.

e (énéralités sur les bactéries, et & Ia fin définition de Peffet de synergisme.

L1 Généralité sur les algues
L1.1 Définition

Les algues sont des organismes chiorophylliens, elles se trouvent dans les saux des mers,
des lacs, des mares, des eaux courantes et des eaux thermales, Leur developpements nécessite
ia présence d’air, la lumiére et des sels dissous dans Pean
Les algues constituent un nombre trés vaste C’embranchements qui sont distinctes 3 partir des
caractéres d ordre cytologique et bischimigue ainsi que différences structures. Elles englobent
plus de 1100 genres et environ 14000 espéces répartis dans le monde 21
H v a des algues annuelles de duré de vie entre une semaine jusqu’a 14 mois. et autre
pcrennantes entre 2 ans et 4 ans, sauf les espdces (Laminaria, Ascophyilum, Cystoseira) qui

peuvent viver de 12 ans jusqu®a 20 ans {7] .
L1.2 Les grandes phylums des algues

D’apres la nature des pigments, les algues sont divisées en 4 grandes phviums {(ou
groupes). Chague phylum contient des classes :
- Les Cyanophytes : ( alguss bleuss), ce sont des procaryotes, ne possédent pas de novau &
membrane définie, ni de chromatophores, ni formes flageliée, 25 abondant dans les eaux
douces Africaines.
Leur réserve cellulaire est constituée par un corps proche du giycogéne. Elles donnent une
coloration acajou avec IViode [2].
- Les Chiorephytes : (algues veris), sont des eucaryotes 2 noyau bien individualisé, les réserves
sont constituées d’amidon intraplastidial prennent une teinte bleue au contacte d'iode. Flles
possédent 2 ou 4 flagelles de méme taille.
Les Chiorophytes occupent environ 600 genres et plus de 800 espéces, la majorité vivent dans

les eaux douces [2].
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- Les Chrysophytes ou Chromophytes : (algues brunes) [8]. elles ne possédent pas d’amidon
et sont caractérisées par des chromophores brums, jaunes ou veri-jaundtres. Elles possedent de
nombreuses formes flagelices 2 deux fouets mégaux [2].

Les Chrysophytes se divisent en cing classes :

-

Les Chrysophycées : sont des organismes unicellulaires ou coloniaux, rarement
filamenteux, 2 plastes jaunes ou bruns {2}
Les Xanthophycées : & plastes veri-jaune ou vert 2 peine jaumdire, elles somt
caractérisées par absence des pigments bruns et "amidon. Cette classe posséde une
teinte tres proche de celle des Chlorophytes [2].
Les Diatomeées ou Diatomophycées ou Bacillariophycées : des algues uniceliulatres ou
coloniales, par fois filamenteuses & plastes bruns ou jaunes. Leurs parois ceflulaires
imprégnées de silice forment une frustule (¢’ est unes logetie bivalve | ces deux valves
sont ormementces de stries, aiguilions, épines) [21
Les Phéophycées : sont des algues marines, bruns, filamenteuses ou thalloides, pas
unicellulaires. Elles possédent des plastes brums, Ieur matiére de réserve consisie en
laminarine et en mannitel [2].
Les Raphidophycées ou Ghloromadophycées : des formes unicellulaires, solitaires,
nageant 3 I"aide de deux flagelies de taille inégale [21.
Les Rhodophytes = (algues rouges) des algues marines, leurs maticres de réserve
constituent thodomylon ou {amidon floridéen), cfles prenant une teinte rougedtre au
comtact diode [2].
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Tableau L1 : Classification des algues sclon la nature des pigments et les réserves cellutaires

21

Embranchement | Réserve Pigments Nom
cellulaire | Chlorophylle | Biliproteine | Caroténoide | commus »
Cyanophytes Glycogéne | a.c Phycocyanine | B-caroténe | Algues ‘
Phycoérythrine | xanthophylles | bleus
Chiorophytes Amidon ab - o-caroténe | Algues
intraplastidial ; B-caroteéne ‘: vertes
, | xanthophylies |
. Chromophytes | Pas amidon ac ;’ - | B-caroténe | Algues
g xamthophylles | brunes
Rhedophytes | Rbodamylon | a d  Phycocyanine | o-caroténe | Algues
{(amidon Phycoérythrine | B-carotine | rouges
floridée) xanthophylies
£.1.3.1 atilisation des algues :
Les algues somnt fes plus petits et les plus grands végétaux sur Ia planéte. Leurs
dimensions varient entre quelgue milliéme de milliméires et quelque centaines de méires. A

partir de leur compesition, les algues présentent une certaines utilite dans :
-La médecine . ceriaines espéces sont utilisées pour guérivr  'obeésié of d'aufre sont

pour

employés sous forme d"un mélange pouwr lews gualités vermifuges, en chinurgie
produire des dilatations.
Des &udes épidémiologigues asiatigues montrent gue les polysaccharides plus ou moins
sulfatés, minéraux et oligoélément, protéines et métabolites secondaires (polyphénols,
caroténoides, stérols, bétaines) présentent dans les algues ont des effets contre le cancer dusein,
du colon, et de Ia prostate [7].

- L. agricuiture : ces organismes sont considérss comme meilicnr engrais.

- L.’ alimentation : I"utilisation des aigues comme preduits culinaires est inés grande dans

fes régions d’extréme orient surtout en Japon, Chine et aussi en VEBurope. I’ Amérique du sud
21

- L pharmacie : Ies algues sont des sources trés importantes des métabolites secondaires
bicactifs qui rentrent daos le développement des agents pharmaceutiques nouveaux 9]
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L.1.4.Les principaux constituants des algues

Les algues représentent une source végéiale de différents composés essenticls comme
fibres, minéraux protéines, et aussi des métabolites secondaires qui ont des propriciés anhi
oxvydantes et anti radicalaires. Quelgues exempies sont cités dans le tableau suivant :

Tableau L2 : les principaux constituants des algues [10].

ez

Composé Quantité ?
Fibres 33-61% |
- Minéraux (Ca, Mg Na, K. P, | 36%du poids sec. ‘
: LFe Zn etc.....) 5 ‘
Vitamines (B12) Tencurs assez importantes |
 Protéines (algues rouges) 30-40% du poids sec. :
"Poly phenols (algues brumes, | 5-13% do la matisre siche.
5 rouges}) |
. Caroténoides {algues brunes, | Teneurs importantes f
; rouges, veris)
i Lipides 1-5% de la matire séche. |
|

1.2 Biologie des algues brunes du genre Cysfoseira

i.2.1 Présentation de Iz famille des Cysfoseiraceaes

Les Cysioseiracées sont des algues brunes faisant partie de la classe des Phéoplycées

et de "ordre des Fucales. cette famille constitue plusicwrs genves : Cystoseira, Bifurcaria,

Cystophora, Halidrys, Hormophysa, Landsburgia, Myriodesma, Scabera et Stolonophora [S].

La répartition aciuelie des espéces de Cwsivseiraceae dans les mers €1 les ocfans est indigquee

dans e tableau 1.3,

Tablean 1.3 : Distribution des genres de Ia famille des Cysfoseiracées [111

Genres Nombre d especes Distribution
Acrocarpia 2 Endémique en Australie
Acystis i Endémique d'Aden
Bifurceria 3 Afrigue de Sud. Euwrope

{ouest) —Galapagos
Bifurcariopsis i Endémique en Afrique du
i Sud
Carpoglossum i | Endémigque en Australie
Caulocystis 2 | Endémique en Australie
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” Coccophora |; 1 Endémique au Japon, Corée
' |
Cystophora Z5 | Australie- New Zélande-
: Antarctigue
Cystopiyilum ie Afrique {Est) -Japon- !
indonésie-Pacifigue- 5
Cystoseira ; 57 | Australie Sauf Antarctique. |
Ralidrys 2 | California-I'Europe (Nord i
| oucst) ;
Hormophysa ' i - Afvigue (Est}-Mer rouge-
Inde- Australie ;
Landsbrgic 2 Endémigue en New Zélande |
Adyagropsis | 1 . Endémique au Japon, Corée |
Muyriodesma g . Endémique en Australic :
‘i Platvihalia 2 | Endémigueen Agstraltie
Scaberia | 1 . Endémique en Ausiralie
' !
! Stolonophora i | Endémique de la ;
| ' Guadeloupe |

1.2.2 Les métabolites secondaires des Cysioseiraceass
D'un point de vue chimigue, les espices issues de Iz famlle des Cystoseiracenes

Se distinguent par une production riche en mémbolites secondaires, Ces métabolites sont
majoritatrement des terpenes et des stérols [11].
1) Les terpenes : qui peuvent &tre classés en deux groupes
a} les terpénes dont la formule générale déconle de {(C5H8) m, et gui sont conshitués d'une
ou plusicurs umnités isopréniques. Ces substances sont obtenues & partir du mctabolisme des
précurseurs bien définis. En fonction du nombre de ces unités, on note:

5> les monoterpines (C10) dérivant du géranyl pyrophosphate (GPP).

> les sesquiterpenes {C15) provenant du famnésyl pyrophosphate (FPP).
» les diterpenes {C20) ayant comme précurseur le géranylgéranyl diphosphate (GGPP).
# les sesterpenes {C25) dénivant du géranylfarnésyl pvrophosphate (GFPP).
» les writerpenes {C30), les tétraterpenes et caroténoides {C40) (Figure 1.1).
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b} Les terpénes & biogenése mixte dites "mcroterpenes” comprenant un noyau
méthyihydroguinonigue plus ou meins substitué sur lequel est fixée une chaine
Iatérale terpénique souvent oxvgeénée. Ces composés pouvent ére linéaires (chaine latrale

terpénique lindaire), cyclisés (chaine latérale contenant un ou plusieurs cycles carbonés) (Figure
13) [11]

Figare L1 : Description des différentes classe de terpéne (IPP= Isopentényl-pyrophosphate).

Les Cystoseiracenes contient majoritairement des diterpenes lineaires comme : crinttol chez
Iimseim criniia ; Blegancdiol ef Epoxyeleganolone chez Bifwrcaria bifircaia {11}

Géranylgéraniol
g
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| z | | i

Crinitol
On distingue aussi pour cetie famille 4 types de méroditerpenes :

i- Les méroditerspéne lineaire : comme : 2- {Géranyigéranyl}-6-méthyl - 1 4-
benzohydrogummone qui ont été isolé a pastiv de Snpopodinm comale
Tetraprenylicluguinol qui est isolé a partir de Ctamariscifolic {111

2- {Géranyigéranyl }-6-méthyl - 1 4-benzohydroguinone
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Tetraprenyltoluguinel (I}

2- Les méroditerpénes moneocycliques : comme ; Bifuorcarenone (R=H) qui est isol€ 2
partir de Cliamariscifolia ; Strictaspoxide qui on est isol€ & partir de . judukae (11}

TICtaes "—d :
Bifurcarenone (II) S

3- Les méroditerpénes bicycligues - comme ‘Balearone qui est isolé 3 partir de C. sfricia
et Cliamariscifolia ; Strictaketal qui est isolé & partir  de C. siricia et Cliamariscifolia
{11}

. i
Lo -
PoRas Iy
Ol HC Y g—
OH

10
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Strictaketal (IV)

Balearone (IF) |

4- Les méroditerpenes de réarengement - comme - Neobaiearone qui est isolé€ & partir de
(. siricta et C. tamarascifolia . Medetirrancole qui est is0lé & partir  de Cysioseirg

mediterranea [11}.

HaC ’ i
: lJ \4 Hz
i / 4 k;f ({;H}S

I o

We
O S,
3 CH

HO HaC s
Necbalearone (V) Méditerandole E (VI}
2} Les stérols -

Les stérols sont des alcools polycycliques particliement insaturés univeresellement
repondus dans les cellules vivantes animales et végétales. Iis ont cu plusicurs roles, et en
particulier ceux des composants de membranes cellulaires, d hormones et de précurscurs
d’hormones, précurseurs de stéroides, & agent de croissance, & inhibitewr on activaiewr de la
groissance des plantes [11].

Les études aniérieures sur les stérols des algues ont montré que tous Ies lots d"algues brunes de
Ia famille des cysioseiracées étudiés présentent qualitativement les méme siérols, 2 savoir Ie
choléstérol, Ie fucostérol, le AS-avénastérol, le §-sitostérol J11].

13
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Cholestérol Fucostérol {VEE)
e
/\fi, /}’ﬁ“ﬁ
/\\ \//\\ /\[
!%
,/F\ /\\_ ’;
;—E EY g
AS-avénastérol (VD) B-sitostérol {(IX}

Figure 1.2 : Les si€rols majoritaires isolés d algues brunes de Ia famille Cysioseiracée.

123 Présentation du genre Cysioseira

Le gemre Cystoseira est um taxon avec une distribution mondiale. Néanmoins, environ
80% des espices sont présentes le long de la Méditerranée et les cotes adjacentes de
¥ Atlantique [12].
De mombreuses especes de Cystoseires (Tableau [4) somt observées en MMéditerranée
occidentale [13,14].
Ce somnt des aigues brunes photophiles de grande taille, constituées ¢’ un ou plusiewrs troncs,
portant de nombreuses ramifications, elle colonise les rochers éclairés et battus de étage
infratittoral de la Meditémmande, ce somt des espéces trés lomgévives (plusicurs dizaines
d&’années) [14]. Ce sont des algues brunes constituées par un axe principal qui est atiaché au
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rochers par un disque basal et duguel iis partent de nombreux rameaux primaires et secondaires

[15L.

Les plus grandes des cysioseires méditerranéennes peuvent dépasser les 1 m de hauteur [14]

Tableaun L4 : les Cysioseires de Meditérranée [15].

Espéces .i Répartition géographique :
' Cystoseira stricta Méditerranée occidentale ’

- Cvsioseira tamariscifolia

| Atlantique nord-est {des iles britannigues a la
Mauritanie) irés localisée en Meditérmande{mer
- & Alboran Espagne Afrique du Nord Sicile).

 Cystoseira barbata

Atlantigue nord-est{Cadix ) Meditérrance mer Noire.

- Cystoseira caespitosa
' Cystoseira crinita

f
|
i

 Meditérrande occidentale
| Atlantigue nord-est{Canaries}, Meditérrande.

- Cysioseira compressa

Atlantique nord-est, Meditérmanée mer noire.

| Cystoseira ercegovicii
A

Atlantigue nord-est ;Mediiémande.

- Cystoseira sauvageanione Meditérranée occidentale
i Cystoseira zosteroides | Meditérrande.

f .

| Cysioseira mediierranea | Meditémmanée occidentale

Cysioseira balegrica

Meditérrande .

Les espooes de ce gemre sont buissonmantes, arborescentes, irés ramifides, irés touffues,
souvent de grande tzille (30cm 2 Im ou 2Zm) d'um aspect particulier et facilement

reconnnaissable, mais Pattribution de Pespéce est particuliérement difficile [8].

Les thalles des Cysioseira se composent de 3 parties ©

Un disque basale : peut donner naissance soit 3 une scule tige lisse soit & plusicurs {plante

cespiteuse). 11 est fx¢ sur les fonds stables généralement rocheux [8].

Une tige : partic de thalle comprise entre le disque basal et les rameaux primaires, généralement

elle est cylindrique , Ia tige persiste durant toute Ia vie des Cysvoseira | elle est dite pérennante

i8]

Des rameaux primaires : Iis croisent au sommet de la tige et se présentent comme de petiies

prolifération sur le bord ou un peu en dessus du sommet de Ia tige [8].

i3
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L’amalyse des variations gualitatives et quantitatives, saisonniéres et gfographiques de la
composition chimique des extraits de nombreuses espéces de Cysioseirgcées a permd
d"identifier des margueurs chimiques gui peuvent &ire uiilisés en chimictaxonomie.

Le genve Cysioseira est caraciénisé par des diterpenes ¢t méroditerpenss pariiculiers.

1 ensemble des molccules méroditerpénigues extraites du genre Cvsioseira peut etre représenté
par quatre sgueieties type pour lesquels nous proposons la fifiation suivamte - le composé
Iin€aire de base peut se cyeliser en 7-11 powr donmer les méroditerpenss monocyciisés | les
monocvcliques peuvent voir ume cyclisation soit en 53-13. soif en 6-12-et enfin ces

méroditerpenes bicyclique peuvent subir un réarrangement dans la chaine latérale [16]

is
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Figure L3 : différentes classes des méroditerpenes.
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1- Méroditerpénes linéaires
Les méroditerpénes lin€aires pour lesquels Iz chaine latérale diterpénigue esi. comme

feur nom Pindique, linCaire (plud de 30 molecules ont &t¢ identifides) [16].
Comme par exemple on peut prendre; molécule qui a &€ isolé & partir de Cliamuzriscifolin.
[ Vorre structure (E}}

2- Méroditerpénes monocyclisés

Les méroditerpencs monocyclisés avec une chaine Iatérale gui contient un seul cycle
carboné {plus de 10 molécules ont &€ identifides) {161
Comme exemple on pewt prendre Cystokétale qu'a €€ isolé 2 partir de Clsiricta et
Bifwrcarcnone {R=H} qu’a &€ isolé a partir de C.iamariscifolic. fveoire structure (T}

3- Méroditerpénes bicyclisés
Les méroditerpenes bicvehisés avec deux cycles carbonés dans la chame Iaidrale | on
remargue Iz multitude de molécule communes & C.ameniacea var. stricia, C.mediierranen i
Ctamariscifolia {plas de 10 molécules ont &€ identifides) [I6]
Comme exemple on pewt prendre Cystalgérone (R=CH3} qui est isole & partir de (. glgeriensis
Balearone qui est isol€ 8 partir de C. stricie. [Voire structure (FEI)]

15
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4- Méroditerpines réarrangés
Dans une quatriéme catégorie, les méroditerpénes réarrangés [16].
Comme par exemple : Ia structures (Vide C. striciact C.

de Cysioseira mediterranea,

tamarascifolic, et Ia structure {VI;

L.2.4 Généralités sur Pespéce cystoseira tamariscifolia
1.2.4.1 Description de Pespéee

Cest une algue brune solitaire, de longueur aticint 3 un metre, indescente verddtre ou

bleudtre dans "eau. atiachs par un gisgue conigus avec un axe cylindrique ramifié porte de

nOmbISHUSE rameaux secondaires, devisé de petit ramules ¢pineux (appelée: feuilles). Elic a

&"auire appellation comme : Fucus seleginoides, Fucus iamuriscifolius, F.ericoides, Ericaria

tamarisca, E.selage, Holerica ericoides, Cystoseira ericoides, Plrygeamelia  ericoides,

Cselaginoides {171

Figare L4 :Cysioseira tomariscijolia.

1.2.3.2 Position systematique de Cystoseirs tamariscifolia [18]

Phylam : Chromophyia
Embranchement : Pheoplycophyte
Classe : Phaeophyceae

Sews classes : Fucophycidaes
Ordres : Fucales

Familles : Cysioseiracene

Genres : Cystaseira

Espéee : Ciamariscifolia

17
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1.2.43 Etude antérieur sur Ia composition chimique de C.tamariscifolia

Les cwudes chimiques amtéricures sur Cystoseira tumariscifolia ont moniré la
prcsence  de molécules majoritaires méroditerpénigues. Pendant les anndes Guatre-vingt
plusicurs molécules communes enire Cystoseira famariscifolia et dautves espices de
Cystoseira, certaines présentent un intérét biologique, on cite -
Le bifurcarénone [structure (T, les cystoseirels A et C, méditérranéole A [18]

Méditerancole A

ig
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En 1993 R. Valis a découvert d’autres meroditerpénes, pammi ces molécules on frouve:
le strictakétal, Ia baléarone, Ia néobaléarone [18]. [Les structures (IV), (THT) et V)i

Ensuite, en 1999, un autre meroditerpene a &€ isolé, e methoxybifircarenone qui présente des
activités antifongiques et antibactériennes intéressantes {18].

OChH; 2

Meéthoxybifurcarenone

L.2.5 Généralités sur Pespiee cysioseira sirictn

C. stricta, Cystoseira amentacea var siricia, (ystoseira sauvageau var.stricia [i7L

L.2.5.1 Description de PPespéce

Cest une algue pérennante qui se localise en ceinture sur Ies cotes rocheuses et exposées

de I"étage infralittoral supérieur [19]. Les plantes de cet espéce sont ramifides, les rameaux
cylindriques contient des ramifications secondaires, elles ont des axes de longueur allant
Jjusqu’a 15cm avec des apex épineux, les rameaux primaires sont longues et couverts de ramules
courtes de 203 40cm [171

FigureLS :Cystoseira stricia.
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L.2.5.2 Position systématique de Cysioseira stricta [17]

Phylam : Chromophyia
Embranchement : Pheopiyycophyta
Classe : Phaeopiyceae
Sous classes : Fucoplycidae
Ordres : Fucales
Familles : Cystoseiraceae
Genares : Cysioseira
Espéce : C.stricia
1.2.5.3 Etude antérieur sur la composition chimigue de Csricta
B autres Studes antérieurs ont pu isoler et identifier dans Pespéce C stricia de nouveanx
metabolites appartenant 2 la classe des Méthyltoluguinols (isocystoketal) et de méroditerpénes
: 4”-méthoxy-(2E)-bifurcarenone et de stérols 4 savoir le fucostérol {93.1%), AS-avénastérol
{1.0%), le P-sitostérol (0.6%) [Structures (VIE} (VIEE) (IX)]. Ie desmostérol {0.1%4).
A propos de Iactivité biologigue, cette espéce posséde un bon pouvoir antioxydant et cela est
di aux deux molécules tétraprényltoluguinols (Cystoketal et Strictaketal) [20].

Isocystoketal

20



Synthése bibliographique

O

],u
\

\

5 E3C
o

M

CH 3

4-Methoxy-{2E}-bifircarenone

ereadlii

(T[] —

Desmosiérol

L3 L’algue brune du genre Dictyotale
L3.1 Présentation de Ia famille des Dicfrotaceaes

Les Dictyotaceaes sont des algues brunes généralement répandues dans les eaux
tropicales et subtropicales principalement dans les océans Atlantique, Pacifique et Indien. dans
les mers des Caraibes et de Iz Méditerranée et dans la mer du Japon.
ies espices issues de ceiic familie sont caractérisdes par la production des métabolites
secondaires majoritairement des sesquiterpénes et des diterpénes de biosynthése normale ou
mixte. Ces derniers sont des produits naturels qui ont des activités antibactériennes, antivirales,
cytotoxiques, algicide, antifouling, anti appétit [6].

21
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1.3.2 Présentation de Vespéce Diloplhus spiralis

Les plantes de cetie eéspéce d’algue brume rentrent dans Iz famille des Dictyotacées, ont
une couleur marron-jaundire, avec un thalle ramifier de 15 cm dhauteur i6l.

Figure 1.6 : Dilophus spiralis.

7 Taxonomie

Classe : Phéophycées.
Ordre : Diciyotales.
Famille : Dictvotaceae.
Genre : Dilophus.

Espéce : Dilophus spiralis.

Les algues brunes de Iz famille de Diciyotaceae en particulier les €speces appartenant au genre
Dictyota et Dilophus sont connus comme un producteur principale de métabolites secondaires
biclogiquements actifs 211

L extrait brut de D.spiralis a &té examing, il 2 montré Pactivité antimicrobienne cela 2 conduit
a Pidentification des diterpénoides bioactifs 211

# Les principales metabolites secondaires -
Les dilospiranes A et B : ce sont des diterpénes présentant des carbocycles, ont €& isolés
a partir de extrait organique de Valgue bnme Dilophus spiralis {221

22
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Les cyclo xénicane : des nouveaux diterpenes ont €1€ isolés 2 partir des extraits organigues de

Yalgue brune Dilophus spiralis [23].

Les cyclo xénicane

1.4 Généralité sur les bactéries

Les bactéries sont des microorganismes unicellulaires, qui survivent depuis des milliards
d’années et continueront & survivre Jjusgu’a 'extinction du sysiéme solaire, elles ont une grande
vari€té de formes, il v 2 des bactéries sphériques, allongdes, bitonnets ou spiralées. Elles
rentrent dans la classe des procarvoies {microorganismes sans noyau). 11 existe environ quaire
4 six quintillions (4. 10°° 3 6. 10°° ) de bactéries sur Ia terre, certaines sont bénéfigue et d’autre
peut provoquent des maladies [24]

L.4.1 Le rble des bactéries
Les bactéries sont des habitants les plus éminents de notre plandte, elles Tepresentent une
multiplicité de rdle dans différents domaines -
e FElies réalisent la dégradation des hydrocarbures et des substances insoluble d’origine
vegetale (cellulose, le lignite), oxydent le soufre, produisent des nitrates,

¢  Elles assurent la respiration de Ia planéte (production d°oxygéne, fixation de Pazote de
Patmosphére).
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¢ Les bactéries 3ont

produits laitiers,

utilisées par "homme pour traiter les caux usces, la fabrication des

du pain_ des boissons alcoolisges.
® [Ellessont aussi utilisées pour produire

Vinsuline, Fhormone de
fes antibiotigues i24]

croissance, le vaccin et

1.4.2 Les principaux agents antimicrobiens

£4.2.0 Les antibiotigues

L elimination des MiCToorganismes pathosdnes fait appel 3 des substances dites
anfibiotiques

. €laborées par deg mMicTo-organismes on par
ultiplication {bactéﬁmﬁq&} ou de détruire

:

Y]

- Mades d'aetion des antibiptigues
L.es 4 principaux modes d'actions des antibiotiques sont 251
* Inhiber la synthése de Ia paroi bactérienne {peptidoglveans),
= Inhiber Ia svnthése de Ia membrane Cvioplasmigues.
* Inhiber Ia synthése de FADN baciérien

* Inhiber Ia synthése de protéines bactériennes,

B. Classification des antibiotigues
—————==200 O antibigtigues

Les antibiotiques ont &5 regroupss en familles dont
chimique, le mode d’action, et Ie spectre d’activité.
Les principales famil

fa distinction IEpose sur ia structure
les chimigues des antibiotiques sont présentss dans le tableas suivant -

Tablean 1.5 : les principales familles deg antibiotiques [26].

Familles |

Antibiotigues :
Beta-Lactamines Ampicilline |
, Aminosides ‘ Kanamycine |
3; Téiracyclines Oxytetracycline-Chlortétracycline
Macrolides ! Ervthromycine |

Les chercheurs omt indigué gue les COmposes extraits d"algues marines monirent divers activités
biologigues 2 savoir, deg activités antioxydanies, antimicrobiennes et antinflamatoires
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£.4.2.2 Les extraits végétaux

fonctionnels  des COmPpOsEs  majoritaires | alcools, phénols,
cctonigues) et 3 leur effels synerzigues [27].

composes terpémiques et

% Mode d°action contre les bactéries
Les extraits possedent plusicurs modes d°action sur Jes différentes souches bactériennes,
ils sont efficace conire un large spectre de MICTOOTZaniSme pathogéne of

mais &’unc maniére générale leur action se déroule en trois phase [27]

non pathogéne,

~ Anaguedela paroi bactérienne, provoquant ainsi une augmentation de Ia perméabilité
puis la perte des constituanis cellulaires,

# Acidification cefiulaire interne, bleguant Iz production de Pénergic ceflulaire et In
synihese des composants de siructure,

# Destruction du matsriel genétique, conduisant 3 I mort de ia baciérie.

1.4.3 Les bactéries -
L.4.3.1 Escherichia Coli
C'est ume espéce bactérienne aérobie 2 gram ndoatif de Ia famille des
Enterobacteriaceae. Cest un bacille commensal Ia plus fréguente du microbiome digestif mais
elie est responsable de certaine maladie comme les infections urinaires, diarthdes, bacifriémies,
méningites néonatales [28].
L.4.3.2 Pseudomonas aerogineses
Ps aeroginosa est une bactérie 3 gram négatif gu'on peut la trouver dans {eaux, sols,
vegetaux. .}, mais elle peut coloniser le corps humain surtont - ia peaxn, le nez, i2 gorge de
FPhomme. C’est un bacille responsable & infections nosocomiales spuvent graves [29].
1.4.3.3 Bacillus subtifis -

C’est une espéce aérobie du genre Bacillus , ¢’est un bacille de gram positif {30], elie
peut provogusr une certaine pathologie allergigue comme les pncumopathies d hypersensibilits
{PHS} [31], elfe est de I famille des Bacillaceaes {32].
1.4.3.4 Listerin HOROCYiogenss

Cest une espéce 4 gram positive du genre Listeria [33], elle existe dans Fintestin
humain, Ie sol, Peau, et aussi dans les Iégumes frais. C’est une bactérie pathogéne pour "homme
puisqu’elle peut provoquer des maladies et des infections alimentaires - diarrhde, listériose,

salmonellose [34].
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£.4.4 Les méthodes d’évaluation de I"activité antimicrobienne des extraits des plantes
L'activite antimicrobienne des extraits lipidiques a ét¢ démontrée par de nombreuses
méthodss, qui peuvent &ire classés dans des méthodes de dilution qui générent des résuliats de

concentration minimale inhibitrice CMI et des méthodes de diffusion qui générent un résultat
de diametre de zone [35].

Les principales méthodes sont -
» Methode de diffusion sur disgue.
> Méthode de diffusion en puifs.
#» La dilution en bouillon.

» La dilution en gélose.

I- La méthode de diffusion sur disgue :

Cette methode a &t développée en 1940, elle est utilisée dans de nombreux laboratoires
de microbiclogie clinique pour les tests de susceptibilité aux antimicrobiens. Dans cetlte
méthode, le miliew d°agar appropric st coulé dans des boites de pétri, puis il est ensemencés
avec une suspension de la bactérie 2 ¢hudier. Les disgues de papier filtre stérilisés de & mm sont
saturés avec un exirait de plante de la concentration souhaitée. IIs sont ensuite placés sur la
surface d'un milien d'agar solide comme Muelier Hinton Les boites de Péiri sont incubées
dans des conditions appropriées (24 h a 37°C pour les bactéries et 48 h pour les levures)
Généralement, V'agent antimicrobien diffuse dans ia gflose et inhibe ia germination et Ia
croissance du microorganisme dessal, apres incubation les diaméires dinhibition des zones

de croissance sont mesurss {36
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Figure L7: Le principe de Ia méthode de diffusion sur disque.
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2- La méthode de diffusion en puits -

Elle est largement utilisée pour évaluer Factivits antimicrobicnne de plantes ou
d'extraits. Le principe de cetie méthode est similaire 3 colui de fa diffusion sur disgue. Le milien
d’agar approprié est coulé dans des boites de petrie, il est ensemencé avec une suspension de
Ia bact€rie a étudier. Ensuite, un trou avec un diamétre do § a & mm est perforé de maniére
aseptique avec un tir-bouchon stérile. Un volume {20 - 100 ul) de Fagent antimicrobien ou de

Yextrait est introduit dans le puit d’agar perforé. Les boites pétries sont incubdes 3 une
temperature et une duré optimales en fonction du microorganisme festd. L'agent antimicrobien
diffuse dans le milieu gélosé et inhibe Ia croissance de Ia souche microbienne [35].

’0-

» La concentration minimale inhibitrice CMI -

La CMI est Ia plus faible concentration d antimicrobien capable d’inhiber toute croissance
visible apres un temps d’incubation de 18 & 24 heures {371
C’est méthodes de dilution 1a plus appropriée pour {a détermination des valeurs de la M, car
elie offre la possibilité destimer Iz concentration de Fagent antimicrobien testé dans Fagar
{dilution en gélose) ou milieu de bouillon {macrodilution ou microdilution). D’cu Pactivité
antimicrobienne in vitro contre les bactéries et champignons peut 8ire mesuré quantitativement

{36}

3- La dilution en bouilion :
Elle peut éire effectuce dans des tubes 4 essais contenant un volume supérieur 2 1.0
mi (habitueliement 2 ml} (macrodilution} ou dans de plus petits volumes & Iaide de plagues
de microtitration de 95 puits (microdilution} {331
Un milieu de culture liquide est versé dans des tubes 2 essais de 2 mi {macrodilution} ou dans
une plaque de microtitration 2 96 puits {microdilution). Ensuite, chague tube ou puits est inoculd

avec des microorganismes diessai 2 des concentrations standard.

Apres le melange, les tubes inoculés ou les 96 puits de Ia plague de microtitration sont incubées
sous des conditions approprides en fonction du micro-oreanisme dlessai.

Aprés Vincubation. les tubes sont examinés pour détecter les changements de turbidité comme

indicateur de croissanoe [36].
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Figure L8 : Principe de dilution en bouilion {macro et microdilution}

4- La dilution en oélose -

La methode de dilution en gélose est basée sur Iincorporation de differentes
concentration de Uagent antimicrobien dans Ia gelose (milieu agar fondu), suivie de
Pinocuiation des bacteries sur la surface. Les boites sont incubds pendant 24 houpluset Ia
croissance des baciéries sur le mélange extrait / agar est marquee soit présente ou absemte.
Les points finaux des CMI somt enregisirées comme la plus faible concentration d'agent
antimicrobien qui inhibe complétement la croissance dams des conditions d'incubation
approprices [36].

Figure 1.5 : principe de la dilution en géiose

28



ynthése ihﬁgraphiue

1.5 Définition de Peffet de synergisme ‘
La synergie résulte d'une imferaction posifive entre deux anftiblotiques dont P"action
antibacterienne conjointe est supérieur 2 ia somme des actions de chacun des deyx .

Lz notion de synergzie, clle a définit en terme de conceniration minimale inhibitrice (CMI}
ou bactéricide (CMB) selon un regard du microbiologiste ou du clinicien. Cest Iune des quatre
types d"imferaciion enive deux aniibictiques ou deux matidres biologiguement actives :

o Synergie - Peffet de Ia combinaison est significativermnent supéricur 2 la somme des

activités de chague matiére &tudide séparément 2 Ia méme concentration avec FICI<D.5.

o Addition - Peffet de Ia combinaison est £gal 2 la somme des effets de chague matiére
ctudide séparément 2 la méme conceniration que dans ia combinaison avec 0.5<
FICKK 1L

o Indifférence : c'est-a-dire Pactiviie de I"un des deux matiéres n’est pas affectée par I
présence de Pautre avee 1 <FICI<4.

o Antagonisme : I8 combinaison diminue Peffet de Pun ou Pautre des matiéres actives.

L activité de cetie combinaison est inféricure 3 la somme des effets de chacun émdie
seul a la méme concentration avec FICI> 4 [381
FICE= FiC{1) + FIC{2)

eyt (Lycombinaison

FIC(lF — (1)seui

«__ CHBI{Z)combingison
DI Y= J
HCOrF (2)seul
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Partie expérimentale

L’objectif de cette partic comsiste 2 éimdier Pactivies antibactérienne des extreits de

Cysioseira siricta, Cystoseira fmariscifolia €t Dilophus spiradis, e la détermination de 1

svnergisme enire ces eximaits, Powur atteindre notre objectif,
deux &apes :

effet de
BOUS avons divisées nofre fravail en

# La macération des aleues brunes pour obtenir extrait brute.

# Détermination de Uactivisd antibactérienne des extraits of “étude de Peffet de
Synergisme.
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IL.1 Matériels

iL.1.1 Matériel végétale
% Lieu et date de récolte des espices étudides

Les algues C.stricta, C.tamariscifolia et D.spiralis sont des algues brumes, elles ont étés
récoltees au niveau du complexe de rocher bianc dans I wilaya de Tipaza, durant les mois de juin
2011 et juin 2012,

Rother Bianc %

3

Figure IL.1: localisation glographique du site de récolte.

ApsSs la récolte, les algues ont subi nettoyage et élimination de tous les orgamismes
indésirables (autres plantes, petites animaux, les décheis...... ...}, gui peuvent provoguer des
effcts sur Pextrasi.

Figure 1.2 : O remariscifolia
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ST 7o

Figure 014 : D.spiralis

L’cnsemble de ce travail a &€ effeché an iaboratoire de Chimie des Subsiances
Naturelles of des Biomoldoules «LCSN-BisM » de L'Universite de Blidal.
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11.1.2 Produits chimigues

e Méthanol

e (hloroforme

s Ether de pétrole

s Sulfate de Magnésium{MgS04)

e DMSO : Dimethyl Sulfoxyde.

e Solution NaOH 1M

e Na Cl: Chlorure de sodium. .
¥L.1.3 Appareillage

o Roia vapeur

Autociave

@

» Etuve

e Incubateur rotatif

e Micropipeiie

e Balance de précision

e Agitateur magnétiqgue

15.1.4 Adilieu de culture

e Milicu nuimitif {milieu de pré-culture).
e Gélose Muller Hinton (milies de Pactiviid azmbammenne 31
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IL.2 Méthodes

11.2.1 Préparation d’extrait de Cysipseira Stricia et Ciamariscifolia et Dilophus spiralis
par macération

» Préparation des extraits

L'extrait a ¢t€ préparé par macération 2 froid dans un mélange de solvant {(Chloroforme avec le
méthanol (50/50)) 2 une température ambiante pendant dewx semaines. L’aloue a 68 extmite
deux fois afin de Pépuiser au maximum,

Figure ILS : Ia macération des algues.

Les miscelias (solvant + extrait) ont &€ regroupss. L extraction 2 & suvivie dune flivation et
€vaporation du solvant {2 sec) 2 une température de 40°C.

Fiftration évaporation du solvant a sec Extrast

L’extrait obtenu a &t solubilisé dans I’éther de péirole, et puis le transmetire sur le déséchant
{(MzSO04) pour éliminer toute trace d’ean.
1 extrait obtenu &i2 pesé, afin de calculer le rendement, ensuite stocks 8 4°C.
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Figurell.8 : Flacon & extrait brut D.spiralis

Les principales étapes de la préparation des exiraits sont résumées dans I’orcanigramme
suivant :
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i

Récolte de Paigue

o s
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Figure 11.9: Méthodologie expérimentale de I"extraction.
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iL.12.2 Etude de Pactivité antibaciérienne
[1.2.2.1 Détermination de la conceniration minimale inhibitrice

La CMI est Ia plus faible concentration & antimicrobien capable d’inhiber Ia croissance des
bactéries.
C’est une valewr qu'on peut déterminer par plusieurs méthodes, parmi ces méthodes on note Ia
dilution en bouillon et dilution en gélose. Ces méthodes consistent deffectuer des dilutions
d’exirait dans le milien gélosé solide MEH, puis inoculer ce milieu avec les souches testées - grice 3
ces dilutions on pourra définir Ia plus faible concentration qui inhibera la croissance des
mICTOOTZANISMES fesids.

& Souches microbiennes choisies

Les souches de références utilisées pour les tests bactériens sont -
< Bactéries & Gram (+) : Bacillus subsilis, Listeria MOROCYIOZerRes.
< Bactéries 3 Gram () : Escherichic Coli, Psewdomonas HErDTINoSH.
Tableau 111 : Souches utilisées dans le test antibactérien

J Souches ; Gram _! Références (ATCC)

| Bacillus subtilis + ATCC 6633

. Listeria monocytogenes + ATCC 49594

| Escherichia Coli - ATCC 43300 ;
, Pseudomonas aeroginosa - ATCC25843

b- Repiguage des souches

Les souches bactériennes ufilisées ont 1% ensemencés & Paide d"une pipetie pasteur sur
des boites de Pétri de 90 mm contenant respectivement Ie milics Mueller-Hinton solide.
Ces boites ont é&t¢ incubées 4 37 °C pendant 24 h.

¢ Préparation et composition des miticux de cultare

Le milien de culture utilisé pour préparer Pincculum est le milien numitif higmide, sa
composition chimique est constituée de 0.6g d’extrait de beeuf, 2g de peptone 1z de NaCL Le tout
est solubilisé dans 200 ml d’eau distillée, est soumis & une agitation. '

Le pH du milieu est ajusté avant Ia stérilisation a 7 par Iz solution de NaOH 1M, La stérilisation du
milicu est réalisée 4 I"autoclave pendant 20 min & 120 °C.
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Figure 1110 : milien nutritif liguide

Le milieu de culture utilisé pour aciivité antibactérienne est - Gélose Mueller Hinton.
Dans un erlenmeyer, on verse une quantité {15.2g) de milien gélosé en poudre (Muller- Hinton)
puis on ajoute Peau distilice (400ml) ; Ic tout est soumis 4 une agitation et un chauffage (Figll 13).
La sténilisation du milien est réalisée 3 Fautoclave pendant 20 min 2 128 °C.

Figure IL11 : lc milieu gélose MH

& Préparation de Pinoculum (pré-cultare)

A Taide d’une pipette pasteur guelques colonies bien isolées et identigues de chacune
des souches bactériennes sont racides et déchargées dans 50 ml de milieu de culture stérile, puis

agiter quelques minutes et incuber dans un incubateur rotatif pendent 24 k3 37 °C.

Figore .12 : la pré-culiure des 4 souches
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A} La métheode de Ia dilation en bouillon
i- Préparation du milien

On 2 prépare le milieu nuiritif (0.3g extrait de beeuf 0.5g Na ClI | 1g peptone).
On a partage le milieu de culture dans des tubes 2 essais dont le premier tube contenant 4 mi & Jes
SiX auires 2 ml
La stérilisation du milien (les tubes remplient) est réalisée 3 Pautociave sous pression de 2 bar
pendant 20 min 4 120 °C.

2- Préparation des différentes concentrations des échantillons testées

Pour préparer la solution mére de concentration 40mg/ml ; on pése 160mg d’extrait eton a
ajouté 1 ml de DMSO pour solubiliser I"extrait, en suite on verse 3 ml de milieu. Puis on prépare
les solutions filles (autres difutions) on prend 2 mi de solution mére et on Fajoute 2 mi de milicu
nutritif, continuer ainsi jusqu’a ce qu’on obtient la 6™ dilution (1.25 mg/ml).

3 Ensemencement des souches

A Vaide d’une micropipette on prend 100p! de Pinoculum, f on verse damns les tubes 2
essais, puis on agite bien le mélange.

4 LP’incubation
Les tubes 3 essais sont incubés dans vn incubateur rotatif 4 37°C pendant 24h.
% Remarque : On n’z pas obtenus des résultats favorables, c’est pour ¢a qu’on a utilisé

{a dilution en gélose.
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B) La dilution en gélese

On Pése 400mg d’extrait et on ajoute Iml de DMSO pour solubiliser Pextrait. puis

On prépare une dilution de 8 mg/ml d’extrait 2 tester en diluant 400mg de notre extrait dans 50 ml
du milice, bien homogénéiser le flacon puis on  verse 25 ml de  son contenu daps  une boite
petri , apies on ajoute 25 ml de milier pour avoir Iz dilution {lcimg/mi), continuer ainsi jusqu’a
cequon obtient la dilution { C= 0.25 mg/ml) on la Iaisse solidifier, puis on Partage chague boite
en doux pasties : On dépose sur chague pertic wme suspension microbiemne 4 Vaide d'ume
micropipette ; et on &tale Ia suspension avec un écouvillon, on laisse les boites sur les paillasses 3¢
minutes, ensuite on les incube & 37°C pendant 24 b

% La croissance des bactéries sur le mélange (exirait /milicu) est marquée soit
présente ou absente (Annexe 1),

Figure IL.13 : les dilutions d’un extrait avec le milicu MH dans Péuve

§L.2.2.2 Test de svnergismes

@ [e protocale
Aprés la détermination des valeurs de CMI, on mélange les extraits deux par deux pour réaliser

cetie étude -
4 1* mélange C.tamariscifolia + C.siricta
¢ Préparation des exfraits :
On prepare le milicu MH de 1a méme méthode gu’on a cité dans Ia partie précédente. D” autre part

on met dans des tubes 2 essais les concentrations suivantes :
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F: Dy y BB FyDy
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Avec :

¥ : extratt de c.tamariscijoiia.
D : extrait de c.sivicia.
:Cest 1/2 de la CMIL
:c’est 1/4 de la CML
:€’est 1/8 de la CMIL

Ywead

t2

L

Puis on ajoute 1mi DMSO dans chaque tube, et on mélange jusgu’a la solubilisation des extraits
{Annexe 2).

Sur une paitlasse bien stérile, on verse 9 ml de milieu MH avec Ie 1™ tube on agite puis on fe met
dans la boite de péiri, on continue de m&me manidre avec les 9 fubes.

Laisser les boites diffusé aprés on étale Ia bactérie, ot 4 Ia fin on incube & 37°C pendant 24k

{Toutes ces étapes pour une seule souche, donc on répite les mémes étapes avec les autres
souches).

© Lecture:
Le test de synergisme nécessite la détermination de Ia nouvelle valewr de CMI pour le mélange,
on compare la croissance des souches dans les boites de jusqu’a verticalement {Annexe 1).
4+ Le mélange (C.iomariscifolia +D.spirafis)

© Préparation des exirails :
On prépare le milieu MH de Ia méme méthode gw’on a cité dans la partie précédente.
D" autre part on met dans des tubes 2 essai les concentrations de la méme manidre gu’on a cité
dans la partie précédente.
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IL 4 Résultats et discassion

11.4.1 Caractéristiques organoleptiques des extraits brute de Cystoseira stricta et

Cystoseira tamariscifolia

Les propri€iés organoleptigues constituent sénéralement une partie d’étude visant 2 analyser les
facteurs qui affectent la qualité des extraits.
Les proprictés ont & effectudes en observant et en inhalant directement nos extraits, Dans cette
€tude, irois critéres ont &8 considérds pour évaluer ia qualite organoleptique -

# L’aspect.

# Lacouleur.

» L’odeur.

Les propricics organoleptiques des extraits bruts sont regroupees dans le tablean supivant.
Tableau IL.2: Propriétés organoleptiques des extraits bruts de Cystoseira stricia, Cysioseira

immariscifolin et Dilophus spiralis.

| Extrait brute | Caractéres erganoleptigues

| Aspect ' Coulenr ‘ Odeur
Cystoseira stricta | Pateux Verditre | Camacténstique

g (ystaseira Péteux Verdatre | Caractéristique
Tamariscifolia ‘ ! |
| Ditophes spirafis | Pateux Verditre | Caractéristique
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<% Rendement en extrait brut

Le rendement en extrait brut est estimé comme &tant le rapport entre Ia masse de Pextrait
brut et i2 masse de la matiére végétale utilisse. 1 est exprimé en powcentage (%) et calculé
par ia formule suivante -

 Rexe — 2% =100

R =« :Rendement en exirait.
ERB g - Massede Pextrait
ERRpsws - Masse de Ialgue séche.

Le rendement en extrait obtenu dans cette éude est mentionné dans le tablean
Tableaw IL.3 : Le rendement des extraits.

Extrait brute | TREaecel Myy{ g) | Rendement | Ronoy%
Y

- Cysioseira stricia mi=1.35 mi=300 045
m2=1.42 m2=300 {047 ; 0.51
m3=3.57 m3=381.2 | 0.61

- (ystoseira tamariscifofia | mi=4.81 mi=300 1.60 i 0.97
m2=0 09 m2=300 003

' m3=5.21 m3=409 | 127

| Dilocus spiralis m=1.42 =28 0.63 0.63

Ces valeurs représentent la moyenne de 3 macérations.
Le rendement en extrait de Cvstoseira siricia pour le mélange du solvant {chloroforme/méthanol)
estde 0,51 %.
Le rendement en extmit de Cysloseira tamariscifolia est de 0.97%, cette valeur est faible par
rapport aux travaux fait par Ainane [8], ou il a obtenu 5.67% en extrait méthanoligue.
> donc on conclut que le méthano! est un bon solvant pour donner un bon rendement.
La valeur du rendement d’extrait Dilophus spiralis est assez faible par rapport 3 dautres algues
brunes de 1a m&me famille.
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i 4.2. Détermination de Ia concentration minimale inhibitrice des échantillons tesiés

La valeur de la CMI comespond 4 Iz premiére conceniration qui inhibe la croissance
bactérienne. Le tablean suivant montre les résultats obtenus sur les boites de pétris de Pactivits
antibacterienne des échantillons testés sur les bactéries aprés 24 hd incubation.

» Pgur la dilution er bouillon on 2 les résultats suivanis

La détermination de Iz CMI en wtilisant cetic méthode n’éiait pas possible, & cause du
trouble qui €t observer dans tous les fubes. Le trouble est dfi 4 la présence des pigments gul ont
€t extrait par le solvant d’extraction. Du coup Ia croissance des bactéries dans les tubes n'est pas
visible. Cette méthode est plus utile dans le cas des huiles essentielles car elles sont iransparenies
¢t Ia croissance dans ce cas peut &ire déduite aisément. Pour palier 4 ce probléme il fallait changer
carrément la méthode d’évaluation de fa CMI qui est 2 méthede de dilution en gélose.

Figure IL14 : Les tubes de dilution en bouilion.
e Dilation en gélose
Les résultats de cetfe activité amtibactérienne sont Elucidés dans le tableau suivant |
Tableauw I1.4: Les concentrations minimales inhibitrices {CMI) des échantilions testés.

Souches . Gram CMI {(mg/mi) ;
‘ C.stricia C.tamariscifoliac | D.spiralis '
Escherichiacoli | - 2 8 7
Pseudomonas - 0.25 ] 2 7

% Aeruginosa

T Baclhssabdlis |+ | 7 g 8

Lesteria T r g 8 7

| Monocyiogenes i ; ) ;
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%

D’apres e tablean ,on remarque que Pextrait C.stricta a une CMI de 12mg/ml contre Escherichia
coli, et Vextrait C.tamariscifolic a wne CMI de Smg/ml contre la méme souche st elie est
résistante au D.spiralis donc pour ostte bactérie on peut dire que Pextrait de C.tamariscifolia est
plus actif que Pextrait de Clstricsa.

L’extrait C.stricta 2 une CMI de 0.25mg/ml contre Psendomonas aeruginosa, et Uextrait de
Ciamariscifolia 4 vne CMI de 2mg/m! contre Iz méme souche, Pseudomonas aerugingsa est
résistante & Pextrait Dispiralis, on conclue que Fextrait de Cstricta est plus actif que cehn de
Cltamariscifolic. La bactérie Bacillus subtilis est résistente an Csirictz. Les extraits
Cltamariscifolia et D.spiralis ont une CMI de 8mg/ml contre cette souche, donc les deux extmits
ont une activité similaire contre cette bactérie, C.sfricta n°a pas un effet inhibiteur sur Bacillus
subtilis ce qui est peut-&ire 4 cause de la gamme de concentration utilisées qui pourrait &tre loin de
fa CMI de extrait C.siricia.

Les deux extraits Cliamariscifolic et Csivicio ont une CMI de Bmp/'ml contre Lesteric
mongcylogenes.

Dans notre cas, on remarque que toutes les souches testées étaient résistantes au D.spiralis dans la
gamme de conceniration utilisée sauf Bacillus subtilis guw’a été inhibé par cet extrait.

HL4.3 L effet de synergisme
Le synergisme serait le phénoméne observé lorsque Peffet pharmacodynamique produit par Ie
melange de deux produits chimigues ou plus n’égale pas Ia simple somme des effets produit par
les constituants pris individuellement, on devrait donc considére qu’il v a synergisme uniquement
lorsque Peffet E produit par deux antibiotiques {A ot B) est supéricur 3 la somme des effets
& antibiotique A(E,) et Iantibiotigue B(Ep ) [39 ].

E >EA+‘EE

Les résultats de ce test sont mentionnés dans fe tableau suivant -
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Tableas ILS5 : Résultats de la combinaison de CLsiricsa avec Ctamarisciiolia.

La souche | Combinaison entre C.sirieta et C.tamariscifolia
| Valeur 4 FICI =
| Excherickic coli 0,75 Addstion
| Pseudomonas aeruginosa | | Addition
f Lesteria monocytogenes 8,75 Addition

Le tablean 5 monire les résuliats de Iactivité de Iz combinzison dextmit (stricia avec
Cltamariscifolia sur les bactéries testées. Daprés les résultats obtenus, Iz combinzison testée
présente un eifet d’addition sur les trois souches {Escherichin coli, Pseudomonas ACTUGIROSE,
Lesteria monocytogenes), ce qu’impligue que Peffet de Ia combinzison égzle a la somme des effets
de chague extrait étudié seul.

Les résultats de Iz combinaison de deux extraits C.tamariscifolic avec D.spiralis est mentionné
dans le tableau I1.6.

Tableau 1L.6: Résultats de la combinaison de Cliamuariscifolia avec D.spiralis.

La seuche | Combinaison entre C.tamariscifolia et D.spiralis

Bacillus subtils Amniagonisme

Le tableau 1.6 montre que ia combinaison d’extrait C.siricta avec D.spiralis contre Bacillus
subtilus présente un effet dantagoniste et ¢a veut dire que Ia combinaison diminue effet de Pun
des deux extraifs L activité de cette combinaison est inférieure 2 la somme des effets de chacun
ciudié seul.



Conclusion générale

Le présent travail a &€ consacr€ 3 I"éude des effets de synergisme 4 extreit d algues
brunes Cystaseira siricia et Cysioseira tamariscijolia et Dilophus spiralis contre guatre
souche bactériennes

Les extraits ont &€ obtenus par macération 2 fioid, dans wn mélange de solvant
méthanol-chloroforme (50/50) avec un rendement moyen de 8.51% pour C.siricie et 0.97%
pour Ciamariscijolia et 0.65% pour Pespice D.spiraiis.

Le teste de synergisme dépend de Ia valeur de CMI et Pinteraction entre les extraits
Studids.

Dans estie étude, Peffet obtenus et celui d’addition pour la combinaison d’exirait
C. stricia avec C. famariscifolia, cela veut dire gue Ieffet de Ia combinaison est égaledla
somme des effets de chague extrait Sudi€ seul, et effet dantagonisme pour a2 combinaison
Cltamariscifolia avec D.spivalis ce qu'il impligue gue Peffet de la combinaison est infiricur 3
Teffet de Pun des deux extraits éudié seul { 1a combinaison diminue Pactivite de IPun des
deux extraits)

D’ aprés cetie étude on conclue que Ia combinaison entre les trois extraits utilisés ne
donne pas un effet de synergisme.
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Annexe 1
CMI d’extrait Ctamariscifolia : Escherichia coli’ Pseudomonas aeruginosa
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Les differentes dilutions des extraits de C.stricta :
C.tamariscifolia; D.spiralis
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