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RESUME

Les bio-salissures marines intéressent toute steidmmergée en mer. Les dommages engendrés par ce
phénomeéne sont économiquement importants. Lesuypemutilisées pour prévenir du biofouling, utifiseles
biocides organostaniques qui se sont avérés tx@us et posent un probléme environnemental irapbrte
présent travail s'intégre dans le cadre de la igatton des macroalgues des cbtes tunisiennes pecterche de
molécules naturelles antifouling pouvant se sulpstiaux substances déja utilisées. Dans cette,&tads avons
analysé le potentiel anti-microfouling d’extraitsganiques de 10 especes d'algues veltdga linza, Ulva
rigida, Chaetomorpha linum, Cladophora laetivirenSpdium bursa, Codium fragile, Caulerpa prolifera,
Caulerpa racemossar.cylindracea, Halimeda tuna et Bryopsis muscok&ctivité antibactérienne des extraits
bruts a été testée vis-a-vis de 12 especes deieaaié référence Gram (-) ®@tam(+) (majoritairement isolées
du milieu marin) et de 8 bactéries foulant®s/opsis muscosest I'espeéce qui a montré l'activité antibactémen
la plus importante sur différentes souches bactéeie et notamment celles foulantes. L'activitGcalg des
extraits a été testée sur la croissance de 3 nigeres: une diatomée, une haptophyceae et uneoghipceae.
L’inhibition de la croissance, par les extraitsrdacroalgues, a été plus importante sur la diatddeéetoceros
calcitrans L’extrait deCodium fragileest I'espéce qui a montré I'activité algicidellsspmportante.

Mots clés :algues vertes, dichlorométhane, microalgues, bastérarines, antifouling.

ABSTRACT
Anti-microfouling activity of green seaweeds collged on the Tunisian northen coast Marine biofouling
interests any immersed structure leading to ecocaliyiimportant damages. Paints used to warn blofguuse
organostanic biocides which turned out to be verict and raise important environmental problemse Th
present work aimed to assess Tunisian seaweedd$ouswtural products extraction as substitute twicto
antifouling substances. Thus, anti-microfoulinggmbial of organic extracts of 10 species of greeaweeds:
Enteromorpha linza, Ulva rigida, Chaetomorpha linuGiadophora laetivirens, Codium bursa, fragile God,
Caulerpa prolifera, Caulerpa racemosar.cylindracea , Halimeda tunandBryopsis muscosawere analysed.
Antibacterial activity was tested towards 12 bdatetrains: Gram (-) and Gram (+) (mainly marinecsgs) and
8 fouling bacteria. The seawedtyopsis muscosahowed a large spectrum of antibacterial actiahd
particularly on fouling bacteria. In second stepgicdal activity of crude extracts was tested agai3
microalgae species: a Diatom, an Haptophyceae afhlarophyceae. Results revealed seaweeds extracts
inhibition mainly against the diato@haetoceros calcitrans. Codiufragile extract showed the highest algicidal
activity.
Key words green algae, dichloromethane, microalgae, mascteba, antifouling.
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INTRODUCTION c6te nord tunisienne (Ben Redjamhal., 2009, Ktari

et al., 2010). Il concerne I'étude des activités
La colonisation des surfaces artificielles immesgée antimicrofouling (bactéries et microalgues) de
est une réaction immédiate qui se traduit, dés legnacroalgues appartenant a la classe des
premiéres heures d'immersion, par la formation d'urChlorophyceae.
biofilm primaire, composé de macromolécules
organiques (protéines, polysaccharides, MATERIEL ET METHODES
glycoprotéines...), puis de micro-organismes, enfin
de macro-organismes. Cette colonisation indésirablel-Matériel biologique
est considérée comme des salissures biologiques dies algues ont été collectées en zone cotiére lpour
"biofouling”. Ce processus évolutif peut aboatia ~ plupart de Cap Zebib (37°15'49.66"N et
constitution d’'un agrégat complexe et 10°04'02.85"E) ou dans la baie de Carthage
guantitativement important entrainant de nombreux(36°50'47.66"N et 10°19'41.62"E) et
problémes a incidences économiques : corrosion de€haetomorpha linumcollectée de la lagune de
surfaces meétalliques, colmatage des systémes dBizerte (37°8 37°.14"N et 9°48'9.56"E) (Fig.1).ds
filtration, opacité des verres optiques, une sugda 10 espéces collectées et identifiées sont présentée
des navires entrainant une augmentation de lalans le Tableau I.
consommation en carburant (Relini, 2004). Une fois au laboratoire, le matériel algal est oyt
Pour combattre le fouling, lindustrie chimique, pour retirer les espéces épiphytes. Les algues sont
depuis les années 60, a largement commercialisé degchées pendant quelques jours, & température
peintures contenant des composés métalliqgues comm@mbiante, & I'abri de la lumiére dans un endrait se
le tributyl étain (TBT) ou l'oxyde de cuivre, ceiqu L’extrait brut est obtenu par macérations successiv
n'a pas été sans incidences néfastes. En efféBTe  dans un solvant organique : le dichlorométhanes pui
s’'est révélé hautement toxique du fait de son iglen évaporation du solvant au rotaévaporateur, selon la
de bioaccumulation dans les tissus animaux et denéthode décrite par Ktari (2000). Le
lincapacité de la plupart des organismes de ledichlorométhane permet ['extraction de substances
métaboliser (Alzieu et al.,, 1986; Kannan & apolaires tels que les pigments, les lipides et les
Falandysz, 1997). Actuellement, ['utilisation des composés terpéniques.
substances a base d’Etain est complétement prohibé2Test antibactérien
pour tous types de navires, depuis 2008 (directivd_'activité antibactérienne a été évaluée a deux
99/51/CEE ratifiée a ce jour par 34 pays). niveaux : d’'une part sur des bactéries pathogéees d
Il apparait donc essentiel, en réponse a ceséférences et d'autre part sur des bactéries faedan
réglementations sévéres et pour la protection ddsolées du milieu naturel. Ainsi 12 espéces de
l'environnement, de développer une approchebactéries pathogénes de référence (B1l- B12) de
alternative aux traitements chimiques contre lesprovenance cliniques et d'aquacultures ont été
salissures marines qui soit efficace et non nggiver  utilisées ainsi que 8 bactéries foulantes (BF1-)BF8
le milieu marin. isolées a partir d’'un dispositif expérimental imgeer
Certains organismes aquatiques ne présentent pas dans la baie de Carthage (Chétifal.,2010).
salissures a leurs surfaces. Cela indique la pcésen Les tests antibactériens ont été évalués selon la
de mécanismes les protégeant, en particulierota fl méthode des disques (Casida, 1986). Chaque pastille
marine qui est dépourvue de moyen de défens@st imbibée de 10 de solvant contenant 1mg
physique et peut sembler vulnérable. Pourtantd’extrait brut d’algue. L'excés de solvant est éwap
labsence de prédation vis-a-vis de certaines espéc a l'air libre de la pastille. Les pastilles ainséparés
montre bien, au contraire, leur capacité a dévaelopp sont déposées a la surface de boites de pétries
des stratégies de défense chimique. De nombreuseglosées ensemencées de suspension bactérienne. Les
études ont mis en évidence l'activité antifouling d diamétres des zones d'inhibition sont mesurés en mm
diverses substances extraites de macroalgues marindJn témoin négatif contenant le solvant uniqguement
Citons a titre d’exemples ; (i) flexilinéle I'algue  est testé.
verte Caulerpa flexilis (Paul et al,1987), (i)  3-Test d'inhibition des microalgues
caulerpényne de lalgue verteCaulerpa sp. L'activité algicide a été évaluée sur 3 espéces de
(Dobretsov, 2006 ; Paul at,1986)et (iii) les phénols  microalgues: une diatomé€lfaetocerogalcitransg,
bromés de I'algue rougBhodomela larix(Hellio et ~ une haptophyte Igochrysis tahili et une
al., 2001). Chlorophycée Tetraselmis suecigales tests ont été
En Tunisie, l'étude d'activités biologiques de réalisés selon la méthode décrite par Hellicalet
macroalgues et I'extraction de composés actifs sonf2002) avec quelques modifications. Des tubes
une nouvelle voie de recherche a FINSTM. Le stériles contenant 5ml d'eau de mer stérile & une
présent travail s'inscrit dans le cadre d’'un sciegn salinité de 30 psu et enrichie par le milieu de \€ay
des propriétés antifouling d’algues collectées laur (Conway, 1971) sont ensemenceés par un inoculum
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Figure 1: Position géographique des site€delte Cap Zébib, la lagune de Bizerte et la bale Carthage
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Tableau | : Liste des espéces algales étudiéesletidlieu de collecte

Famille

Genre et espece

Lieu de collecte

Bryopsidaceae

Bryopsis muscosa

Baie de Carthage

Caulerpaceae

Caulerpa prolifera

Baie de Carthage

C. racemosaar.cylindracea Cap Zébib
Cladophoraceae Chaetomorpha linum Lagune de Bizerte
P Cladophora laetivirens Cap Zébib

Codiaceae

Codium bursa

Baie de Carthage

Codium fragile

Baie de Carthage

Halimedaceae Halimeda tuna Cap Zébib
L_lea linza gyn.Enteromorpha Cap Zébib
Ulvaceae linza)
Ulva rigida Cap Zébib

d'une culture mére de microalgue en phasebiocide et l'autre contenant 20de DMSO. Tous les
exponentielle pour une concentration finale de 5.10 tests ont été effectués en duplicata. Un comptage d
cellules/ml. Les extraits bruts a tester sont i@iea  cellules algales est fait chaque jour a l'aide al'un
une concentration de 10@/ml dissous dans 2@ de cellule de Malassez pour le suivi de I'évolutiors de
diméthylsulfoxyde (DMSO). Les tubes sont incubéscultures. L'estimation de I'activité inhibitrice tes
a 20°C, une intensité lumineuse de 3000 Lux et avecalculée au %" jour par rapport & I'inhibition due au
une photopériode de (12/12)eux témoins positifs DMSO.

ont été réalisés avec le Tributylétain (TBT) (1 ppm
et le sulfate de cuivre (CugO(5 ppm) ainsi que
deux témoins négatifs, I'un ne contenant ni exait

% |nhibiti0n extrait — (NDMSO - Nextrait / N )* 100
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ou:

N : Nombre de microalgues sans biocide ni extrait. RESULTATS
Npmso: Nombre de microalgues dans le DMSO.

Nexirait NOmbre de microalgues avec extrait dissous 1-Test antibactérien

dans le DMSO Les résultats des tests antibactériens des exuaits
o dichlorométhane des macroalgues sont donnés dans
4-Analyse statistiques les tableaux Il et Ill. Le tableau Il présente les

Les données sont rapportées sous forme de moyennggametres d'inhibition obtenus sur les bactéries
et sont analysees par la méthode d'analyse dgathogenes de références. L'algue dont l'extrait a
variance a une variable (ONE WAY ANOVA). Les montré les inhibitions les plus importantes ainsi

résultats sont considerés significatifs pour p<0(05 qu'un large spectre d'activité eBtyopsis muscosa
p< 0.05 ; p<0.01).

Tableau Il : Activité antibactérienne des extraigaux sur les bactéries pathogénes

Espéces d’algues B1¢ | B2¢ | B3¢ | B4¢ | B5¢ | B6¢ | B7¢ | B3¢ | B9¢ | B10¢ | B11¢ | B12¢
B. muscosa 15 10 12 10 12 10 7| O 10 12 12 0
C. prolifera 10 | 12 0 0 7 0 0 0 7 0 7 0
g“rr?ggggga/ar. nt 0 nt nt nt 0 nt nt 0 nt nt nt
Ch. Linum nt 0 nt nt nt 0 nt nt 0 nt nt nt
C. laetivirens | 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C. bursa 10 10 7 0 10 0 0 0 0 7 0 0
C. fragile 12 7 10 | 12 8| O 0 0 0 7 0 0
H. tuna nt 0 nt nt nt 0 nt nt 0 nt nt nt
E. linza 0 0 0 0 0 0 7 0 0 0 0 0
U. rigida 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

+ Significativité : la différence entre les tests gignificative pour les différents algues testeg.01)

B1 : Staphylococcus auredTCC 25923), B2 Pseudomonas cepaciB3 : Enterococcus faecali@TCC 29212),

B4 : Pseudomonas fluorescer85 : Aeromonas salmonicigdd6 : Aeromonas hydrophilaB6 : Staphylococcus aureu87 : Escherichia
Coli (ATCC 25922), B9 :Escherichia Coli(0126B16), B10 Vibrio alginolyticus B11 : Salmonella typhimuriumB12 : Pseudomonas
aeroginosa(ATCC 27853)

Tableau Ill :Activité antibactérienne des extraits algaux sardactéries foulantes

Espéces dalgues | BF 1@ | BF2@ BF3® BF4@ BF5@ BF6® | BF7@ BF8®
B. muscosa 0 0 15 0 10 12
C. prolifera 0 0 0
C. racemosaar.
cylindracea
Ch. linum

C. laetivirens
C. bursa

C. fragile

H. tuna

E. linza

U. rigida 0 0 0 0 0

o Significativité : la différence entre les testsmsn significative pour les différents algueséest(p>0.01)

BF1: Shezanella putrefaciensBF2 : Chryseobacterium maningosepticurBF3 : Staphylococcus EpidermidisBF4 : Aeromonas
hydrophyla, BF5: Brevundimonas vesicularis, BF6taphylococcus xylosus, BF7: Pseudomonas putid& : BChryseobacterium
indologenes

o

oO|0O|O0|O0|O0|o| O |©
O|O|w|O|O|Oo| O |V
O|0O|N|O|0|0| O
O|0O|O0|0|O0|0o| O
O|0O|O0|0|O0|o| O

o|o|o|o|o|o|o| o |o|lo
o|o|~|w|olo|o| o
o|o|o|w|o|lo|lo| o

En effet I'extrait au dichlorométhane de cette espé et C. bursg, 5 souches sur les 12 utilisées ont été
a inhibé le développement de 10 souches parmi 1Inhibées. Les activités des extraits de ces deux
avec des diametres d'inhibition pour la pulpart espéces sont relativement semblables, puisque ces
supérieurs a 10 mm. Pour les deux espéceslerniers ont inhibé les mémes especes bactériennes
représentatives de la famille des Codiadaef(agile suivantes S. aureus, P. fluorescens, P. cepacia, A.
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salmonicidaet E. faecalis Cependant, I'extrait d€. Une différence de résultats a été également obtenue
fragile a donné des diamétres d'inhibition plus pour les deux espéces de Caulerpaceae puisqu’une
importants. inhibition a été enregistrée pour I'extrait de.

Les extraits des espéces suivant&nteromorpha  prolifera sur :S. Epidermidis et C. indologenesdis
linza, Ulva rigida, Cladophora laetivirens et gu'aucune inhibition n’est observée pou€.
Caulerpa racemosaar. cylindracease sont révélés racemosavar.cylindracea

les moins actifs. Aucune inhibition remarquable n'a L’algue Halimeda tunan’a montré aucune activité
été observée. vis-a-vis des différentes souches foulantes exd@pté

Il est & noter que, I'espéce bactérienne la plasiske  vesicularisvis-a-vis de laquelle une faible inhibition
est S. aureusqui a été inhibée par le plus grand a été observée.

nombre d'extraits. En revanchek. coli et P. Enfin, Cladophora laetivirensChaetomorpha linum,
aeruginosase sont révélées les plus résistantes. Enteromorpha linzaet Ulva rigida n'ont montré
Les résultats de l'activité antibactérienne d’ettra aucune activité vis-a-vis de la totalité des baeter
algaux vis-a-vis de bactéries foulantes. Ainsi, legr  foulantes testées.

10 espéces dalgues étudiées, 3 ont montré une

inhibition B. muscosa, C. prolifera et C. fragile. 2- Test d'inhibition des microalgues

L'extrait de la macroalgueB. muscosaa montré  Aprés une incubation de 5 jours, I'effet des etdrde
I'activité la plus importante avec une forte inkitn macroalgues sUE. calcitrans I. tahiti et T. suecicaa
observée vis-a-vis de la bactérie foulani été évalué par dénombrement des cellules algales
vesiculariset une inhibition significative vis-a-vis des ayant survécu a la fin de la culture. Il est a nqtge
deux bactérie®. putidaet C. indologenesL extrait I'espéce Cladophora laetivirensn’a pas pu faire

de Codium fragilemontre une inhibition vis-a-vis de I'objet des tests d’inhibition des microalgues par
4 bactéries foulantesB. vesicularisC. indologenes  manque d’extrait. Les pourcentages d'inhibitiontson
A. hydrophylaet S. epidermidisAucune activité n'a enregistrés dans les figures 1, 2 et 3.

été observée pour I'extrait @odium bursa
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Figure 2 : Pourcentage d’inhibition de la micro@@haetoceros calcitrangar les extraits d’algues
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Figure 3 : Pourcentage d’inhibition de la micro@dgochrysis tahitipar les extraits d’algues
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Figure 4 : Pourcentage d'inhibition de la micrasdetraselmis suecicpar les extraits d'algues

Les résultats obtenus montrent une inhibition
significative (> 50%) de la majorité des extraits
algaux vis-a-vis de la diatomé€. calcitrans a
I'exception de ceux provenant des deux esp&es
muscosaet E. linzaqui ont une trés faible inhibition
(< 25%) (Fig. 1).

Concernant la microalguetahiti (Fig. 2), les extraits

DISCUSSION

Parmi les 10 espéces testées, une seule a permis
d’'obtenir un extrait qui a montré des activités
significatives aux tests biologiques réalisés.’dgi

de l'algueCodium fragile Ces résultats concordent
avec ceux de Chihebt al. (2009) qui ont obtenu,

testés donnent des inhibitions similaires a cellespour cette espéce collectée sur la cote

observées vis-a-vis de. calictransmais légérement
plus faibles, puisque seule€. racemosa var.
cylindracea, C. bursaetC. fragile etH. tunadonnent

méditerranéenne marocaine, une forte inhibition
bactérienne vis-a-vis deS. aureus Concernant
I'activité algicide, un résultat différent du notesst

des inhibitions supérieures a 50%. Les extraits designalé pour I'espécg. fragile collectée sur les cotes

autres espece<C. prolifera C. linumetU. rigida ne
montrent que des inhibitions faibles (< 50%). Ceux
provenant deB. muscoseet E. linza présentent des
taux d’inhibition trés faibles (< 25%).

Le profil d'inhibition de T. suecicaest légerement

japonaises avec une faible activité (Alamsgihal,

2005), ce qui suggere une variabilité reliée a la
situation géographique. En revanche, I'extraitQle

bursaa montré peu ou pas d'activité antibactérienne
vis-a-vis des bactéries testées. Ce résultat cdacor

différent des deux autres microalgues (Fig. 3). Enavec ceux de Ballesteres al., (1992) qui n'ont pas

effet, on observe une forte inhibition (> 75%) pour
I'extrait de C. fragile Ceci confirme la présence de

observé d’activité antibactérienne ch& bursa
récolté sur les codtes méditerranéennes. D'autres

substances actives pour cette algue puisque |&s troespéces du genr€odium ont fait I'objet d'études
microalgues testées ont été inhibées de manierguant a leur potentiel antibactérien. Certainesin’o

significative a forte (>50%). En revanche, 'extrde
C. bursa présente une trés faible inhibition de
suecica Les extraits d€. racemosaar.cylindracea
C. linum et E. linza montrent une inhibition
significative (52%). Il est a noter que les eittra
d’E. linza ont donné de trés faibles inhibitions
(<25%) deC. calcitransetl. tahiti (Fig. 1 et 2).

Les extraits deC. prolifera et H. tuna inhibent
faiblement (< 50%) la microalgu€. suecicatandis
que celui deB. muscosaet U. rigida présentent de
trés faibles inhibitions (< 25%). Il est a remanqgee
I'extrait organique deB. muscosar’a donné aucune
inhibition significative des trois microalgues test
(Fig. 1, 2 et 3).

Les deux biocides TBT et Cu%Oont inhibé
fortement les 3 microalgues.
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pas montré d'activité intéressante, c'est le ca€.de
adhaerens et C. tomentosurnllectés sur les cotes
atlantiques marocaines (El Kouet al., 2004). Par
contre, un glycoside stéroidien antibactérien a été
isolé par Aliet al. (2002) a partir deC. iyengarrii
collecté en Océan Indien.

Dans la présente étude, les extraits Blgopsis
muscosaont montré l'activité antibactérienne la plus
importante avec un large spectre d'action sur
différentes souches, aussi bien pathogenes que
foulantes. Ce résultat concorde avec ceux observés
par Salvadoret al., (2007) qui, sur 18 espéces de
Chlorophyceae testées pour leurs activités
antibactériennes, ont constaté que les extraits des
espéeces du geniryopsisétaient les plus actifs. Les
extraits de cette espéce n'ont en revanche présenté
aucune activité algicide dans le présent travail.
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Pour I'espécélalimeda tunaBallesteroset al.,(1992)  microalgue testée. Les algues vertes étudiées n'ont
n‘'ont observé aucune activité. Cette absencepas toutes montré la présence d'activités inhileiri
d'activité a été également observée par Bhaalk, significatives pour les tests biologiques réaliggs
(2002) pouHalimeda spdes cbtes indiennes. Ce qui vitro. Les espéces des geniBs/opsis, Codium et
est en accord avec nos résultats. Caulerpa ont donné les inhibitions les plus
Concernant l'activité observée pour les deux espécesignificatives. Les extraits dd'algue Bryopsis

du genreCaulerpa il est a noter que plusieurs études muscosaont montré l'activité antibactérienne la plus
ont montré, chez les Caulerpaceae, la présence demportante sur différentes souches bactériennes et
composés terpéniques tels que la caulerpine, lamotamment celles foulantes. Concernant I'étude de
caulerpicine, la caulerpényne..., dotés de plusieurd’activité algicide, les extraits de la macroalgue
types d'activités biologiques : algicide, cytotaxdq Codium fragile ont montré une activité inhibitrice
répulsif, etc. (Vidakt al, 1984; Fischekt al, 1995).  significative. Les extraits de cette espéce ont
Parmi ces composées, la caulerpenyne a été décritgalement montré une activité antibactérienne non
comme le métabolite secondaire majeur du genreégligeable et de ce fait elle pourrait étre codrsid
Caulerpa et peut atteindre des concentrations3®% 1. comme intéressante pour une étude plus approfondie
du poids frais de l'algue (Amade et Lemee, 1998).pour l'extraction de principes actifs potentiellene
Une activité algicide a été rapportée pour cetteantifouling.

molécule, testée sur une culture de diatomée Remerciements :
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