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- 	Matériels et méthodes 	 Chapitre III: Activité antimicrobienne 

IV.2 Préparation des extraits 

Imprégner les disques de 6 mm de diamètre avec 10 Pl de chaque extrait algai préparé à trois 

concentrations différentes 50, 100 et 200 mg/ml. On aboutit alors à des doses de 0.5, 1 et 2 

mg/disque pour chaque extrait. Un contrôle négatif a été fait avec des disques standards de 

DMSO. 

IV.3 Test d'évaluation du pouvoir antimicrobien 

A Partir d'une suspension bactérienne, tremper un écouvillon stérile, l'essorer en le 

pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube, afin de le décharger au 

maximum; frotter l'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, sèche, de haut en bas, en 

stries serrées répéter l'opération deux fois, en tournant la boîte de 60° à chaque fois sans 

oublier de faire tourner l'écouvillon sur lui-même. Finir l'ensemencement en passant 

l'écouvillon sur la périphérie de la gélose. 

Dans le cas où l'on ensemence plusieurs boîtes de Pétri, il faut recharger l'écouvillon à 

chaque fois (Rahal et al., 2011). 

A l'aide d'une pince stérile, déposer les disques imprégnés en appuyant très légèrement au 

dessus pour les adhérer à la gélose. Les boites sont incubées à 37°C pendant 24 h pour les 

bactéries et à 32°C pendant 48 h pour la levure. 

Après l'incubation, des zones claires sont présentes autour des disques si l'extrait 

inhibe la croissance microbienne, la souche du microorganisme sera qualifiée de sensible, 

d'intermédiaire, ou résistante. Dans cette technique, il y a compétition entre la croissance du 

microorganisme et la diffusion des extraits testés, donc nous avons procédé à la mesure du 

diamètre des zones d'inhibition de croissance microbienne (Broadasky et al., 1976). 
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IV.4 Antibiogramme 

Le but de réalisation d'un antibiogramme est de prédire la sensibilité d'un germe à un 

ou plusieurs antibiotiques. Nous avons utilisé des disques d'antibiotiques de 6 mm de 

diamètres à différentes concentrations (Tableau 04). 

Tableau 04 : Liste des antibiotiques testés 

Antibiogrammes Code Charge 

Ampiciline AMP 10 .tg 

Bacitracine B 10 UI 

Cefotaxime CTX 30 jtg 

Lincomycine L 15 pg 

Penicilline P 6 ig 

Tetracycline TE 30 tg 

Vancomycine VA 30 .tg 

IV.5 Application des disques d'antibiogramme 

Il est préférable de ne pas mettre plus de 6 disques d'antibiotiques sur une boîte. Les 

disques d'antibiotiques doivent être espacés de 24 mm, centre à centre ; Presser chaque disque 

d'antibiotique à l'aide d'une pince bactériologique stérile pour s'assurer de son application. 

une fois appliqué, le disque ne doit pas être déplacé (Rahal et al., 2011). 

Les boites sont incubées pendant 24 h à 37 oc pour les bactéries et 48 h à 30 °C pour la 

levure. 

IV.6 Lecture 

On mesure avec précision les diamètres des zones d'inhibition à l'aide d'une règle 

graduée sur le fond de la boite; Selon le résultats trouvé, on classe la bactérie dans l'une des 

catégories Sensible, Intermédiaire, ou Resistante ( Bonnet et al., 2012). 

IV.7 Analyse statistique 

Les données expérimentales obtenues à partir des expériences du dosage, de la teneur en 

capacité antioxydante totale et le pouvoir antimicrobien sont exprimées en tant que la 

moyenne ± l'écart-type. 
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Résultats et discussion 

Li Rendement en extraits secs 

Les rendements ont été déterminés par rapport à 100 g du matériel végétal sec et broyé, 

les résultats ont été exprimés en pourcentage et sont illustrés dans le tableau 05. 

Tableau 05: Rendements en extraits obtenus à partir de l'algue Cladostephus hirustus. 

—Etraits Rendement (%) 

Extrait brut EB 2.483 ± 0.164 

Fraction éther de pétrole FED 0.579 ± 0.094 

Fraction acétate d'éthyle FAF 0.449±0.004 

Fraction Dichiorométhane FDM 0.026 ± 0.013 

Fraction n-butanol FB 0.191 ± 0.037 

Fraction aqueuse FA 0.823 ± 0.157 

Les résultats obtenus dans le tableau 05 montrent que le rendement en extrait brut de 

l'ordre de 2.483% est supérieur par rapport aux autres fractions, suivi par la fraction aqueuse à 

raison de 0.823 %. Les rendements des autres fractions varient entre 0.026 ± 0.013 et 0.579 ± 

0.094%. 

Ces résultats sont nettement faibles par rapport aux études de Bhaskar et aL (2005) sur 

l'espèce S. marginatum. Ces auteurs ont montré que le rendement obtenu en extrait brut est de 

5.45%. Pour les autres fractions, ces rendements sont élevés et sont égales à 28.40, 25.04, 

21.3 9, 14.38 et 10.80 % pour FEP, FB, FA, FAF et FDM respectivement. 

1.2 Teneurs en phénol totaux, en flavonoïdes en tanins condensés 

Les dosages spectrophotométriques ont été effectués à partir de l'extrait brut et les fractions 

de l'algue C. hirustus afin de déterminer les teneurs en phénol totaux, en flavonoïdes et tanins 

condensés à partir des équations de la régression linéaire des courbes d'étalonnage (Figure 

17, 18 et 19). 

Les résultats obtenus dans le Tableau06 sont exprimés en mg équivalents d'acide gallique par 

gramme de matière algale sèche (mg EAGI g MS) pour les phénols totaux, et en mg 

équivalents de catéchine par gramme de matière algale sèche (mg EC/g MS) pour les 

flavonoïdes et les tanins condensés. 
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Figure 17 : Courbe d'étalonnage de l'acide gallique pour le dosage des phénols lux. 

Figure 18: Courbe d'étalonnage de catéchine pour le dosage des flavonoïdes. 

Figure 19: Courbe d'étalonnage de la catéchine pour le dosage des tanins condensés. 
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D'après le tableau 06, nous observons que la teneur élevée en phénols totaux est 

enregistrée dans l'extrait brut avec une concentration de 1.042±0.004 mg EAG/ g MS. Pour 

les autres fractions, les teneurs obtenus sont faibles. 

TableauO6: Teneurs en phénols totaux, en flavonoïdes et en tanins condensés dans les 

extraits de C. hirustus. 

Extraits 
Phénols totaux 

(mg EAG/g MS) 

Flavonoïdes 

(mg EC/g MS) 

Tanins condensé 

(mg EC/g MS) 

Extrait brut EB 1.042±0.004 0.428±0.004 2.739±0.008 

Fraction éther de pétrole FEP 0.158±0.002 0.094±0.001 0.815±0.003 

Fraction acétate d'éthyle FAE 0.526±0.001 0.278±0.004 2.783±0.034 

Fraction dichiorométhane FDM 0.070±0.001 0.025±0.002 0.159±0.002 

Fraction n-butanol FB 0.096±0.001 0.006±0.001 0.068±0.003 

Fraction aqueuse FA 0.144±0.001 0.017±0.001 0.050±0.001 

Le dosage des flavonoïdes a montré des teneurs nettement faibles pour tous les extraits 

dont les valeurs varient entre 0.006±0.001 et 0.428±0.004 mg EC/ g MS. Pour les tanins 

condensés, la quantification de cette famille dans ces extraits a démontré la richesse de 

l'extrait brut et la fraction acétate d'éthyle avec des teneurs de 2.739±0.008 et 2.783±0.034mg 

EC/ g MS. Les autres fractions ont présenté des concentrations en tanins légèrement élevées 

comparativement à celles des flavonoïdes. 

Les résultats de notre dosage sont faibles comparativement à l'étude de Bhaskar et aL (2005) 

sur l'espèce 5' marginatum. Les teneurs en phénols totaux reportées par ces auteurs sont 

élevées, elles sont de 24.61 mg EAG/g pour FA, suivi par la FDM (16.87 mg/g) et EB (11 

mg! g). 

Par parallèle, Chbani et ses collaborateurs(2012) ont reporté des teneurs en phénols 

totaux plus élevées par rapport à notre étude. Ils ont trouvé des valeurs de 5.79 mg EAG/g 

dans FAE, 5.97 mg EAG!g dans FA et 6.10 mg EAG/g dans FEP, dont la plus élevée est 

enregistrée dans le FB de 7.00 mg EAG/g. 
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1.3 Capacité antioxydant totale 

Dans cette étude, nous avons limité juste à la quantification de la capacité antioxydante 

totale de l'extrait brut et ses fractions de C. hirustus. 

Le résultat obtenu dans la Figure 20, nous montre que tous les extraits présentent des 

capacités antioxydantes dont la meilleure est obtenue avec l'extrait brut et la fraction acétate 

d'éthyle avec des valeurs de 1.631 + 0.008 et 1.383 + 0.008 mg EAAIg MS, respectivement. 
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Figure 20: Capacité antioxydant totale des déférentes fractions étudiée de C. huristus 

EB Extrait brut ; FEP: Fraction Ether de Pétrole ; FAE : Fraction Acétate d'éthyle; 

FDM : Fraction Dichiorométhane ; FB : Fraction n-butanol ; FA : Fraction aqueuse. 

La relation entre le dosage des composés phénoliques et le pouvoir antioxydant nous a 

permis de déduire la présence d'une corrélation positive entre la teneur en tanins condensés et 

le test de la capacité antioxydante totale avec tous les extraits, particulièrement, avec l'extrait 

brut et la fraction acétate d'éthyle. 

Comparativement à l'étude d'algue brune pour Bhaskar et aL (2005) sur S. marginatum 

où les valeurs de CAT égalent à 39.62 mg EAA / g MS pour la FAE, 14.45 mg EAA /g MS 

pour FEP et des valeurs semblables pour FA (1.09 mg EAA /g MS), FB (1.01 mg EAA /g 

MS) et FDM (1.00 mg EAA /g MS). 
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II. Activité antimicrobienne 

11.1 Test de catalase 

Toutes les souches bactériennes sont pourvues de l'enzyme catalase. 

Tableau 07: Test de catalase. 

Souches bactériennes Test catalase 

Escherichia coli ATCC8739 + 

Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 + 

Staphylococcus aureus ATCC6538 + 

Bacillus cereus ATCC 10876 + 

Micrococcus luteus ATCC934I + 

Klebsiellapneumoniae ATCC 700603 + 

(+) : Catalase positive. 

11.2 Coloration de Gram 

Les photos ci-dessous représentent la coloration de Gram des souches bactériennes testées vue 

en microscope optique (Grossissement: 10 X 100). 
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11.3 Antibiogramme 

Face aux problèmes de la résistance bactérienne aux antibiotiques synthétiques, 

beaucoup de travaux ont été menés sur le pouvoir antimicrobien des produits naturels extraits 

des algues. Pour l'évaluation du potentiel antimicrobien de ces extraits, on a préféré de les 

tester contre plusieurs cibles (bactéries, levure), car chacune d'elles possède des structures 

cellulaires et un métabolisme particulier. 

Dans notre étude, nous avons testé l'effet des antibiotiques vis-à-vis de quelques 

souches bactériennes et mycéliennes. Les diamètres des spectres d'action des antibiotiques 

ont été mesurés et représentés dans les figures qui suivent: 

11.3.1 Staphylococcus aureus ATCC6538 

Selon les résultats de l'antibiogramme présentés dans la Figure 26, les antibiotiques 

Pénicilline, Lincomycine, Tétracycline, Cefotaxime, sont les plus efficaces sur S. aureus avec 

des diamètres des zones d'inhibition de 50, 40, 33 et 30 mm, respectivement. 
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Figure 21 : Zones d'inhibition en fonction des antibiotiques testés sur Staphylococcus aureus 

ATCC6538. 

D'après le tableau 08 nous enregistrons une sensibilité de S. aureus vis-à-vis des 

antibiotiques testés, sauf pour Bacitracine et l'Ampicilline où notre souche est résistante et de 

sensibilité intermédiaire, respectivement. 
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Tableau 08: Interprétation des diamètres des zones d'inhibition pour Staphylococcus aureus 

(CASFM, 2012). 

Antibiotiques Interprétation de l'antibiogramme 

Ampicilline I 

Bacitracine R 

Cefotaxime S 

Lincomycine S 

Pénicilline S 

Tétracycline S 

Vancomycine S 

R: Résistante; S: Sensible, I : Intermédiaire.. 

11.3.2 Bacillus cereus ATCC10876 

Selon les résultats de l'antibiogramme présentés dans la Figure 22 les antibiotiques 

Ampicilline, Bacitracine, Cefotaxime et Pénicilline ne possèdent aucun effet inhibiteur sur 

B. cereus. Pour les autres antibiotiques, les diamètres sont de 27 mm pour le Lincomycine et 

21 mm pour les Tétracycline et Vancomycine. 
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Figure 22: Zones d'inhibition en fonction des antibiotiques testés sur Bacillus cereus ATCC 

10876. 
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D'après le Tableau 09, B. cereus résiste aux antibiotiques Céfotaxime, Ampicilline, 

- 	Bacitracine et Pénicilline, mais elle est sensible aux Lincomycine, Tétracycline et 

Vancomycine. 

Tableau 09: Interprétation des diamètres des zones d'inhibition pour Bacillus cereus ATCC 

10876 (CASFM, 2012). 

Antibiotiques Interprétation de l'antibiogramme 

Ampicilline R 

Bacitracine R 

Cefotaxime R 

Lincomycine S 

Pénicilline R 

Tétracycline S 

Vancomycine S 

R: Résistante; S : Sensible. 

11.3.3 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

Les diamètres des zones d'inhibition en fonction des antibiotiques testés sur 

P. aeruginosa sont présentés dans la Figure 23 Sauf la Cefotaxime et la Tétracycline qui ont 

un effet inhibiteur sur P. aeruginosa avec des zones d'inhibition de 18 et 13 mm 

respectivement, les autres antibiotiques ne possèdent aucun effet sur cette souche. 

20 

V 

o 	15 

-..-' 
10 

rz 	5 

-.----- 

AMP BAC CTX L 	P TE VAN 

Antibiotiques 

Figure 23 : Zones d'inhibition en fonction des antibiotiques testés sur Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853. 
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L'interprétation de l'antibiogramme reportée dans le Tableau 10 nous a permis de 

montrer la résistance de notre souche vis-à-vis de tous les antibiotiques testés (Tableau 08). 

Tableau 10 : Interprétation des diamètres des zones d'inhibition pour Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853 (CASFM, 2012). 

Antibiotiques Interprétation de l'antibiogramme 

Ampicilline R 

Bacitracine R 

Cefotaxime R 

Lincomycine R 

Pénicilline R 

Tétracycline R 

Vancomycine R 

R : Résistante. 

11.3.4 Klebsiella pneunwniae ATCC 13047 

Selon les résultats de l'antibiogramme présentés dans la Figure 24, les antibiotiques 

Cefotaxime et Tétracycline sont les plus efficaces sur K pneumoniae avec des diamètres des 

zones d'inhibition de 27 et 15 mm, respectivement. 
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Figure 24 : Zones d'inhibition en fonction des antibiotiques testés sur Kiebsiella 

pneumoniae ATCC 13047. 
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Nous constatons une résistance remarquable de la souche K pneumoniae testée vis-à-vis de 

l'Ampicilline, Bacitracine, Lincomycine, Pénicilline, Tétracycline et Vancomycine; et une 

sensibilité pour le Cefotaxime (Tableau 11). 

Tableau 11: Interprétation des diamètres des zones d'inhibition pour Klebsiellapneumoniae 

ATCC 13047 (CASFM, 2012). 

Antibiotiques Interprétation de l'antibiogramme 

Ampicilline R 

Bacitracine R 

Cefotaxime S 

Lincomycine R 

Pénicilline R 

Tétracycline R 

Vancomycine R 

R: Résistante; S: Sensible. 

11.3.5 Escherichia coli ATCC8739 

D'après la figure 25, nous observons que les antibiotiques Céfotaxime et Tétracycline 

sont les plus efficaces sur E. coli avec la même zone d'inhibition de 31 mm mais aucun effet 

n'a été observé avec les autres antibiotiques. 
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Figure 25 : Zones d'inhibition en fonction des antibiotiques testés sur Escherichia cou 

ATCC8739. 
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Les deux antibiotiques Céfotaxime et Tétracycline exercent un effet inhibiteur sur 

E. cou, contrairement aux antibiotiques restant où notre souche a une résistance totale 

(Tableau 12). 

- 	 Tableau 12 : Interprétation des diamètres des zones d'inhibition pour Escherichia cou 

ATCC8739 (CASFM, 2012). 

Antibiotiques Interprétation de l'antibiogramme 

Ampicilline R 

Bacitracine R 

Cefotaxime S 

Lincomycine R 

Pénicilline R 

Tétracycline S 

Vancomycine R 

R: Résistante; S: Sensible. 

11.3.6 Micrococcus luteus ATCC 13047 

Les diamètres des zones d'inhibition varient entre 9 et 40 mm. Pour Lincomycine, 

Bacitracine, Pénicilline et Ampicilline, l'effet inhibiteur est très observé sur M luteus 
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Figure 26: Zones d'inhibition en fonction des antibiotiques testés sur Micrococcus luteus 

ATCC 13047. 
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Selon les résultats de l'antibiogramme présentés dans le Tableau 13, les antibiotiques 

Lincomycine, Bacitracine, Pénicilline, Vancomycine et Ampicilline ne possèdent aucun effet 

inhibiteur sur M luteus ; pour le Cefotaxime et Tétracycline, cette souche est sensible. 

Tableau 13 : Interprétation des diamètres des zones d'inhibition pour Micrococcus luteus 

- 	 ATCC 13047 (CASFM, 2012). 

Antibiotiques Interprétation de l'antibiogramme 

Ampicilline R 

Bacitracine R 

pCefotaxime S 

Lincomycine R 

Pénicilline R 

Tétracycline S 

Vancomycine R 

R: Résistante; S: Sensible. 

11.3.7- Candida albicans ATCC 26790 

La nystatine n'a donné aucune zone d'inhibition, donc la levure C. albicans a montré une 

résistance totale vis-à-vis cet antifongique. 
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III Méthode de disques 

Du fait que l'extrait brut et ses fractions algaux ont été récupérés par le DMSO, ce 

dernier utilisé comme témoin négatif a été testé vis-à-vis les sept souches étudiées afin de 

vérifier son pouvoir antimicrobien avec un volume de 10 pI. Les résultats étaient négatifs, ce 

qui prouve qu'il n'a aucun effet inhibiteur. 

L'activité antimicrobienne des différents extraits d'algues a été déterminée par la 

méthode de diffusion sur agar, les résultats obtenus ont montré l'absence d'effet inhibiteur 

pour toutes les fractions testées sur les bactéries à Gram négatif, par contre les fractions 

butanolique et aqueuse inhibent les bactéries à Gram positif à l'exception de la souche 

M luteus qui a été révélée comme étant très résistante. Cette observation coïncide avec celle 

trouvée par Gonzalez et al. (2001) et Salvador et aI. (2007) qui ont montré que les 

macroalgues marines peuvent inhiber la croissance de certaines bactéries. 

V 	Effet inhibiteur sur Bacilus cereus ATCC10876 et Staphylococcus aureus 

ATCC6538 

L'effet inhibiteur des extraits algaux sur les souches à Gram positif (B. cereus et S. 

aureus) est illustré dans la figure 27 et la photo 03. Nous remarquons que les deux souches B. 

cereus et S. aureus sont plus sensibles à la fraction algale d'acétate d'éthyle. Ce pouvoir 

antibactérien augmente avec l'augmentation de la concentration de l'extrait. Les diamètres 

des zones d'inhibition sont de l'ordre de 9.75, 10.5 et 10.75 mm pour B. cereus et 13, 14.5 et 

14 mm pour S. aureus à des concentrations 50, 100 et 200 mg/ml, respectivement. 

Nous notons aussi que la souche S. aureus est plus sensible aux extraits algaux par 

rapport à B. cereus. Pour l'extrait brut et les fractions éther de pétrole et Dichlorométhane, les 

diamètres des zones d'inhibition sur les deux bactéries dépassent 7 mm à la concentration 50 

mg /MI. 
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Figure 27 : Zones d'inhibition sur Bacillus cereus et Staphylococcus aureus en fonction des 

concentrations. 
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Photo 02: Effet antimicrobien des extraits algaux sur Bacillus cereus ATCC 10876 et 

Stap/iylococcus aureus ATCC6538. 

a: Effet de l'extraits brut (EB) et la fraction éther de pétrole (FEP) sur la croissance de B. 

cereus selon les trois concentrations (1: 50 mg/ml ; 2: 100 mg/ml ; 3 : 200 mglml); 

b: Effet des fractions acétate d'éthyle (FAE) et Dichiorométhane (FDM) sur la croissance de 

B. cereus selon les trois concentrations (1: 50 mg/ml ; 2: 100 mg/ml ; 3 :200 mg/ml); 

C : Effet de l'extrait brut (EB) et la fraction éther de pétrole (FEP) sur la croissance de S. 

aureus selon les trois concentrations (1: 50 mg/ml ; 2: 100 mg/ml ; 3 : 200 mg/ml); 

D: Effet des fractions acétate d'éthyle (FAE) et Dichlorométhane (FDM) sur la croissance de 

S. aureus selon les trois concentrations (1: 50 mg/ml ; 2: 100 mg/ml ; 3 : 200 mg/ml); 
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Comparativement à d'autres espèces, l'étude de Taskin et aI. (2007) sur l'extrait 

méthanolique de C. spongiosus f verticillatus de la Mer Égée(Turquie) a révélé la présence 

d'un effet antimicrobien contre les souches Staphylococcus aureus et Escherichia coli dont 

les diamètres des zones d'inhibition sont de l'ordre de 11.33 ± 0.57 et 12.33 ± 0.57 mm, 

respectivement. 

Effet inhibiteur sur Candida albicans ATCC 10231 

Les donné obtenues dans la Figure 28, montrent l'effet antifongique de tous les extraits 

algaux sur C. albicans. Nous reportons aussi l'augmentation de cette activité en fonction de 

l'augmentation de la concentration de l'extrait. 

La fraction acétate d'éthyle est la plus active contre C. albicans. Elle présente des diamètres 

des zones d'inhibition les plus élevés de l'ordre de 19.75, 20.75 et 24 mm à 50, 100 et 200 

mg/ml, respectivement. 

A la concentration 200 mg/ml, l'extrait brut et les fractions aqueuse, dichiorométhane et 

butanol ont des zones d'inhibition proches à raison de 14.5, 19, 15.75 et 14.5 mm, 

respectivement, à l'exception de la fraction éther de pétrole qui donne la meilleure valeur de 

14.75 mm  100 mg /ml. 
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Figure 28 : Zones d'inhibition de Candida albicans ATCC 10231 en fonction des 

concentrations. 
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Photos 04 : Effet antifongique des extraits algaux sur Candida albicans ATCC 10231. 

A: Effet de la fraction acétate d'éthyle (FAE) sur la croissance de C. albicans selon les trois 

concentrations (FAE 1  : 50 mg/ml; FAE2 : 100 mg/ml; FAE3  : 200 mg/ml); 

B: Effet de la fraction dichlorométhane (FDM) sur la croissance de C. albicans selon les trois 

concentrations (FDM 1  : 50 mg/ml ; FDM2 : 100 mg/ml; FDM 3  : 200 mglml); 

(C): Effet de la fraction aqueuse (FA) sur la croissance de C. albicans selon les trois concentrations 

(FA 1  : 50 mg/ml ; FA2 : 100 mg/ml; FA 3  : 200 mg/ml); 
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D: Effet de la fraction éther de pétrole (FEP) sur la croissance de C. albiccms selon les trois 

- 	concentrations (FEP 1  : 50 mg/ml ; FEP: 100 mg/ml; FEP 3  : 200 mg/ml). 

(E): Effet d'extrait brut (EB) sur la croissance de C. albicans selon les trois concentrations (EB 1  : 50 

mg/ml; EB2 : 100 mg/ml; EB3 : 200 mg/ml) ; F: Effet de la fraction n-butanol (FB) sur la croissance 

de C. albicans selon les trois concentrations (FB, :50 mg/ml ; FB ,): 100 mg/ml; FB 3  : 200 mg/ml). 
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I 
Conclusion 

r 	Ce travail a pour but d'évaluer les activités antioxydante et antimicrobienne d'une algue 

I 	brune Cladostephus hirustus, récoltée de la plage de Madrid, de la wilaya d'Ain Témouchent. 

F L'extraction par Soxhiet et le fractionnement de l'extrait brut par des solvants de polarité 

différente donnent cinq fractions qui sont l'éther de pétrole (FEP), l'acétate d'éthyle (FAE), le 

F dichiorométhane (FDM), le n-butanol (FB) et la phase aqueuse (FA). Le rendement élevé est 

celui de l'extrait brut avec un pourcentage de 2.483%. 

F 
L'étude phytochimique basée sur la quantification des composés phénoliques révèle une 

[  teneur élevée en phénols totaux dans l'extrait brut de l'ordre de 1.042 ± 0.003 mg EAG/g MS 

par rapport aux autres fractions. Le dosage des flavonoïdes et des tanins condensés a montré 

des teneurs élevées dans l'extrait brut et la fraction acétate d'éthyle dont les concentrations sont 

de l'ordre de 0.428±0.004 et 0.278±0.004 mg EC/ g MS pour les flavonoïdes et 2.739 ± 0.008et 

1 	2.783±0.034 mg EC/g MS pour les tanins condensés, respectivement. 

I
Ensuite, la détermination de l'activité antioxydante par le test de la capacité antioxydante 

totale  démontre que tous nos extraits possèdent un pouvoir antioxydant modéré en particulier 

I
l'extrait brut (1.631 ± 0.008 mg EAA/g MS) et la fraction acétate d'éthyle (1.383 ± 0.008 mg 

EAA/g MS). 

I 	 Concernant l'étude du pouvoir antibactérien par la méthode de diffusion sur agar, les 

I
_souches Staphylococcus aureus et Bacillus cereus ont révélé sensible à tous les extraits à 

l'exception des fractions aqueuse et butanolique. Par contre, aucun effet n'a été signalé contre 

I 	
les autres souches testées (Escherichia cou, Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus luteus et 

Kiebsiella pneumoniae). 

I 	
Contrairement au pouvoir antibactérien, tous les extraits possèdent un effet inhibiteur 

remarquable en fonction de concentration vis-à-vis la levure Candida albicans. 

Pour mieux exploiter ces propriétés antioxydantes et antimicrobiennes de l'espèce 

I Cladostephus hirustus, une recherche plus poussée de ses principes actifs doit être investiguée. 

Pour cela, un travail complémentaire s'impose en vue d'identifier et purifier les différentes 

I molécules présentes dans l'extrait brut sec et/ou ses déférentes fractions (acétate 

d'éthyle, butanol, éther de pétrole, dichlorométhane et résidu aqueux) par des méthodes 

I spectrales et chromatographiques. 
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I 

Conclusion 
-==--------- --- 

Une évaluation des activités biologiques in vitro et in vivo de ces molécules isolées est 

très souhaitable en vue de les utiliser à des fins thérapeutiques et complémentaires et de 

renforcer l'antibiothérapie en pathologie médicale. 

De même l'étude des activités biologiques d'autres espèces algales d'Algérie représente 

un sujet d'intérêt thérapeutique. 

I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 

I 
I 
I 
I 
I 
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Annexes 

Annexe 1 

Densité optique moyenne de phénols totaux 

Do 
DO1 D02  D03 

Extraie brut(EB) 0.5076 0.5126 0.5046 

Ether de pétrole (FEP) 0.1858 0.1698 0.1809 

Acétate d'éthyle (FAE) 0.6114 0.6149 0 .613 1 

Djchlorométhane(FDM) 0.2690 0.2722 0 .2754 

n-butanol (FB) 0.3765 0.3719 0.3740 

Résidu aqueux(FA) 0.5613 0.5643 0.5591 

Annexe 2 

Densité optique moyenne de tanin condensée 

tYO-çs DOl D02 D03 

Extraie brut (EB) 0.2652 0.2656 0.2641 

Ether de pétrole (FEP) 0.945 1 0.9422 0.9502 

Acétate d'éthyle (FAE) 0.6397 0.6552 0.6441 

Dichlrométhae (FDM) 0.3034 0.3094 0.3100 

n-butanol (FB) 0.1333 0.1381 0.1264 

Résiduaqueu(FA) 0.1924 0.1896 0.980 

Annexe 3 

Densité optique moyenne de flavonoïde 

DO 

Fract 
DOl D02 D03 

Extraie brut (EB) 0.7324 0.7301 0.7207 

Ether de pétrole (FEP) 0.4889 0,4743 0.4806 

Acétate d'éthyle( FA) 0 .5732 0.5588 0.57 18 

Dichlorométhane(FDM) 0,2031 0,2284 0.2025 

n-butanol (FB) 0.3904 0,4186 0.4041 

Résidu aqueux (FA) 0.1242 0.1176 0.1160 

1 
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Annexe 4 

Capacité antioxydants totale (CAT) trouvés pour les déférentes fractions 

DO, D02 D03 

Extraie brut (EB) 0.6365 0.6375 0.6315 

éther de pétrole 
0.4298 0.4396 0.4358 

(FEP) 

acétate d'éthyle( 
0.6476 0.6494 0.6419 

FA) 

Dichlorométhane 
0.5137 0.5214 0.5187 

(FDM) 

n-butanol(FB) 0.6398 0.6447 0.6474 

Résidu aqueux 
0.3679 0.3717 0.3702 

(FA) 

Annexe 5 

Listes des antibiotiques utilisés 

Antibiogrammes Code charge 

Ampiciline AMP 10 j.tg 

Bacitracine B 10 IJE 

Cefotaxime CTX 30 .tg 

Lincomycine L 15 .tg 

Penicilline P 6 lig 

Tetracycline TE 30 ig 

Vancomycine VA 30 .tg 
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Annexe 6 

Diamètres des zones d'inhibition en mm. 

—.Btéries 

Antibioàflwi 

Staphylococcus 

aureus 

Bacillus 

cereus 

Pseudomonas 

aeruginosa 

Kiebsiella 

pneumoniae E. coli 

Micrococcus 

luteus 

AMP 18 0 0 0 0 0 

BAC O O O O O O 

CTX 30 0 18 27 31 40 

L 40 27 0 0 0 0 

P 50 0 0 0 0 0 

TE 33 21 13 15 31 29 

VAN 24 21 0 0 0 9 
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Annexe 7 

Activité antimicrobienne de fractions algales. 

fractions 

concentrati - 

on 

mg ml DMSO 

Diamètres des zones d'inhibition de croissance microbienne (mm) 

Pseudomonas 

aeruginosa 

Staphylococcus 

aureus 

Micrococcus 

luleus 

Baciius 

cereus 

E. coli Kiebsiella 

pneumoniae 

Candidat 

albicans 

EB 50mg ml - - lot 0 8± O - - 11±1.4142 

lOOmgIml - - 10,5±0,7071 8,5±0,7071 - - 13±0 

200 mg/ ml - - 10.5±0,7071 7,5±0,3535 - - 14,5±0,7071 

EP 50mgIml - 7±0 - 7,5±0 - - 14,5±0,7071 

lOOmgI ml - - 7±0 7,5±0 - - 14,75±0,3535 

200 mg/ ml - 7,5±0,7071 - 7,25±0,3535 - - 12±0 

AE SOmg 1m! - - 13± 0 - 9,7510,3535 - 19,751-0,3535 

lOOmg/ml - - 14,5±0,7071 - 10,75 ±0,3535 - 20,75±0,3535 

200 mg/ ml - - 14± O - 10,75 ±0,3535 - - 24±0,7071 

DCM 50mg /ml - - 10 ± 0,7071 7±0 - - 11,75± 2,4748 

IOOmg/ ml - - 11,5± 0,7071 - 7±0,7071 - - 14,25± 1,7677 

200 mg/ ml - 11,5± 0,7071 - 7±0,7071 - - 15,75± 0,3535 

BOH 50mg 4d - - - - _. - - 11,75± 1,0606 

100mg/11 - - - - - - - - 13,75±0,3535 

200 mg/ ml - - - - - - - 14,5± 0 

RA SOmg /m! - - - - - - - 11,25±0,3535 

lOOmg/ ml - - - - - 18±0 

200 mg/ ml - - - - - - 19±0 

* Diamètre de la zone d'inhibition produite autour des disques (diamètre du disque inclus). 

Les valeurs sont la moyenne de trois répétitions. 

(-) : pas d'inhibition. 
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Annexe 8 

Composition de différents milieux de culture 

Mueller-Hinton 

Infusion de Viande de Bœuf ................... 4 

Peptone de Caséine .................................17,5 g 

Amidon de Mais ...................................... 1,5 g 

Agar.........................................................15g 

Eau distillé ..............................................1000 ml 

PH..........................................................7.4 

Culture des bactéries sur gélose nutritive dont la composition est la suivante: 

Meat extract 1 g/1 

Yeast extract 2 g!! 

Peptone 5 g!! 

Sodium chloride 5 g/1 

Agar 15 g!! 

Les deux milieux sont réalisés en du plicats dans lesquels sont ajoutés du NaC1 à 

3OgfL. 

Culture des champignons sur milieu Sabouraud dont la composition est la suivante: 

Casein peptone 5 gIl 

Meat peptone 5 g!! 

D(+) glucose 40 g/l 	 pH final 7,4 +1- 0,2 

Chloramphenicol 0,5 g!! 

Agar 15 g!! 

Ces milieux sont stérilisés par autoclave 20 min à 120 °C puis coulés sur boitede Pétri. 



KesUme 

Ce travail a pour objectif d'étudier les activités antioxydantes et antimicrobiennes de l'extrait brut et ses fractions de l'espèce algale 

Cladoslephus hirsuius, appartenant à la famille des Cladostephacées, récoltée de la plage de Madrid (Ain 'l'émouchent). 

Le rendement élevé est obtenu avec l'extrait brut de 2.483 ± 0.164 %. Les teneurs en phénols totaux, en flavonoïdes et en tanins 

condensé sont élevées dans l'extrait brut de 1.042 ± 0.004 mg EAG/g MS, 0.428 ± 0.004 mg EC/g MS et 2.739 ± 0.008 mg ECIg MS, 	 - 

respectivement. 

Les propriétés antioxydantes utilisant le test de la capacité antioxydante totale révèlent que la fraction acétate d'éthyle et l'extrait brut 

ont des valeurs élevée de l'ordre de 1.3834 ± 0.008 mg EAA/g MS et 1.631 ± 0.008 EAAJg MS, respectivement. 

L'activité antibactérienne vis-à-vis trois bactéries Gram-négatif (Escherichia cou, Pseudomonas aeruginosa. Kiebsiella pneumoniae), 

trois bactéries Gram-positif (Siaphylococcus aureus, Bacillus cereus, Micrococcus luteus) et une levure (Candida albicans) par la méthode 

de diffusion sur agar montre que l'acétate d'éthyle présente une sélectivité d'activité antimicrobienne vis-à-vis les deux souches S. aureus et 

B. cereus observée à 100 mg /ml avec des diamètres des zones d'inhibition de 14,5 et 10, 5 mm, respectivement. En ce qui concerne le 

pouvoir antifongique, tous les extraits possèdent un effet inhibiteur sur la levure Candida albicans, dont le plus élevé est illustré par la 

fraction acétate d'éthyle avec la zones d'inhibition de 24 mm à la concentration 200 mg /ml. 

Mots clés Algue brune, Cladostephus hirustus, composés phénoliques, activité antioxydante, activité antimicrobiennes, 
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Abstract 

This work aims to study the antioxidant and antimicrobial activilies of the crude exlract and its fractions of the algal species 

Cladoslephus hirsutus, belonging to the family of Cladoslephaceae, collected from the beach of Madrid (Ain Tôniouchent). 

High yield is obtained with the crude extract of 2.4832 ± 0.164O%. The contents of total phenolic contents, flavonoids and condensed 

tannins are higher in the crude extract of 1.0424 ± 0.0036 mg GAE /g DM, 0.4277±0.0036 mg CE / g and 2.7387±0.0080 mg CE/ g DM, 

respectively. 

The antioxidant properties using the test of total antioxidant capacity show that the ethyl acetate fraction and the crude extract have 

high values of the order of 1.3834* 0.0084 mg AAE / g and 1.6315±0.0083 mg AAE / g DM, respectively. 

ih 	 ..... 	 gative bacteria (Escherichia cou, Pseudomonas 'Jeruginosa, Kiebsiella pneumoniae), 

three Gram positive bacteria (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Micrococcus luteus) and a yeast (Candida albicans) by the agar 

diffusion method shows that ethyl acetate has a selectivity ofantimicrobial activity against the two strains S. aureus and B. cereus observed 

at 100 mg/ ml with diaineters of inhibition zones of 14, 5 and 10, 5 mm, respectively. Regarding the antifungal potency, ail samples have an 

inhibitory effect on flic yeast Candida albicans, which the highest is illustrated by ethyl acetate fraction with the inhibition zones of 24 mm 

at the concentration 200 mg / ml. 

Keywords: Algac Brown, Cladoslephus hirustus, Phenolic compounds, antioxidant activity, antimicrobial activity, 


