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Résumé 

Notre travail vise à évaluer les activités antioxydante et antimicrobienne de l'extrait brut 

et ses fractions de l'espèce algale Sargassum muticum de la famille des Sargassassées, 

récoltée de la plage de Madrid à l'ouest de la wilaya de Ain-Temouchent. 

Cette étude concerne l'extraction de l'extrait brut et les fractions éther de pétrole, 

acétate d'éthyle, dichiorométhane, n-butanol et aqueuse ainsi que la quantification des 

phénols totaux, des flavonoïdes et des tanins condensés par le réactif du Folin-Ciocalteu, par 

le trichlorure d'aluminium et par le test de vanilline respectivement. 

Les résultats obtenus ont montré que le rendement en extrait brut de 3.101 % est 

supérieur par rapport aux autres fractions. La gamme de teneur en polyphénols varie entre 

0.104 ± 0.003 et 0.662 ± 0.011 mg EAG/g MS. Les teneures en flavonoïdes et tanins 

condensés exprimées en équivalent de catéchine sont de l'ordre de 0.021 à 0.34 mg/g et 0.009 

à 2.636 mg/g, respectivement. 

La quantification de la capacité antioxydante totale (CAT) a montré la présence des 

degrés différents dont l'extrait brut possède la valeur élevée estimée de 1.583 ± 0.042 mg 

EAAIgMS. 

Le pouvoir antimicrobien des extraits algaux est testé contre trois bactéries Gram 

négatif (Escherichia coli Kiebseilla pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa), trois bactéries 

Gram positif (Staphylococcus et Micrococus luteus et Bacillus cereus) et une levure (Candida 

albicans) en utilisant la méthode de diffusion sur disques. Le résultat a montré que l'acétate 

d'éthyle possède un fort pouvoir antifongique contre C. albicans avec une de zone 

d'inhibition de 20.5 mm. Pour les Gram positif, l'extrait brut et les fractions acétate d'éthyle, 

éther de pétrole et dichlorométhane ont un effet inhibiteur sur S. aureus, alors, pour B. cereus, 

sauf les fractions acétate d'éthyle et dichiorométhane qui ont un pouvoir inhibiteur dont les 

zones d'inhibition dépasse 7 mm. 

Mots clés: Algue brune, Sargassum muticum, Dosage, Pouvoir antimicrobien, Pouvoir 

antioxydant. 



Summary 

Our work ajrns to assess the antioxidant and antimicrobial activities of crude extract 

and its fractions of algal species Sargassum muticum in the Sargassaceae family, harvested 

from the beach of Madrid in the wilaya of Ain Temouchent. 

This study relates to the extraction of the crude extract and the fractions of petroleum 

ether, ethyl acetate, dichioromethane, n-butanol and aqueous and quantification of total 

phenolics, flavonoids, and condensed tannins by the Folin- Ciocalteu reagent, by aluminum 

trichioride and the vanillin test, respectively. 

The resuits obtained showed that the yield of crude extract of 3.101% is higher 

compared to the other fractions. The range of polyphenolic content varies between 0.104 ± 

0.003 and 0.662 ± 0.011 mg GAE! g DM. The amounts of flavonoids and condensed tannins 

expressed as catechin equivalents are in the range of 0.021 to 0.34 mg CE/ g and 0.009 to 

2.636 mg CE/g, respectively. 

The quantification of the total antioxidant capacity (TAC) showed the presence of 

différent degrees that the crude extract has estimated high value of 1.583 ± 0.042 mg AAE / g 

The antimicrobial capacity of algal extracts was tested against three Gram negative 

bacteria (Escherichia cou, Pseudomonas aeruginosa, Kiebseilla pneumoniae), three Gram 

positive bacteria (Staphylococcus aureus, Micrococus luteus, Bacillus cereus) and a yeast 

(Candida albicans) using the method disk diffusion. The resuit showed that the ethyl acetate 

has a strong antifungal potency against C. albicans with a zone of inhibition of 20.5 mm. For 

Gram positive, the crude extract and ethyl acetate, petroleum ether and dichioromethane 

fractions have an inhibiting effect on S. aureus, whereas, for B. cereus, expect fractions of 

dichioromethane and ethyl acetate, which have an inhibitor power whose inhibition zones 

exceeds 7 mm. 

Keywords: Brown seaweed, Sargassum muticum, Antimicrobial activity, Antioxidant 

activity. 
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Abréviations 

ATCC: American Type Culture Collection 

DO: densité optique 

DMSO: diméthyle sulfoxyde. 

EAA: Équivalents d'acide ascorbique 

EC: Équivalents de catéchine 

g: Gramme 

GAE: Équivalents d'acide gallique 

h: Heure 

L: Litre 

M:  masse. 

mm: Millimètre 

MI: millilitre 

mm: Minute 

mg: milligramme 

nm: Nanomètre 

microlitre 

micromètre 

%: pourcentage 

degré Celsius 
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Introduction générate 

Les océans et les mers constituent près des trois-quarts de la surface du globe. La vie sur 

terre est apparue dans le milieu marin il y a environ 3,8 milliards d'années alors que les 

premières espèces terrestres remontent, quant à elles, à 400 millions d'années (Ramade, 

2009). Cette différence se traduit aujourd'hui par une grande diversité dans le milieu marin, 

plus de 500 000 espèces marines ont été répertoriées à ce jour (Dhargalkar et Pereira, 2005). 

Les algues occupent une place importante dans le milieu marin avec plus de 1200 

espèces appartenant à tous les niveaux évolutifs, capables de produire des substances dont 

l'action constitue dans certains cas, un élément de protection contre les prédateurs naturels 

(Rajeev et Xu, 2004; Blunt et al., 2006; 2008; 2009). Elles sont une source riche de 

structure nouvelle et de métabolites biologiquement actifs d'intérêts potentiels dans les 

différents domaines, tels que : l'alimentation, la cosmétique, le textile, la papeterie, la 

pharmaceutique et la médecine. Leurs propriétés antitumorales, antimicrobiennes, antivirales 

et anti-inflammatoires leur confèrent une valeur appréciée en pharmacie et en médecine. 

(Borowitzka, 1992 ; Febles, 1995 ; Tarlan et aI., 2002; Ely, 2004; Cardozo et aI., 2006). 

Les algues incluent des organismes multicellulaire "macroalgues", marines ou d'eau 

douce, et un ensemble d'organismes microscopiques unicellulaires qualifiés de "microalgues" 

(Abd El Mageid et aI., 2009). Si l'on place à part les Cyanophytcs ou algues bleues qui, en 

raison de certains caractères très particuliers, sont souvent considérés comme un phylum 

nettement isolé des algues proprement dites, on distingue chez ces dernières plusieurs grands 

groupes qui sont au autant de phylums: algues rouges (4500 espèces), algues brunes (1000 

espèces) et algues vertes (900 espèces) (Ismail et aI., 2002; Abd El Mageid et aI., 2009; 

Rajasulochana et al., 2009). 

Nous étudierons à part les Phéophytes ou algues brunes qui sont regroupées dans la 

classe des Fucophycées appelées autrefois les Péophycées. Ce sont des algues presque 

exclusivement marines. Leur couleur est due à l'abondance des pigments bruns, la 

fucoxanthine, qui masque les chlorophylles a et e (Ainane, 2011). 
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Introduction 

L'Algérie, est un pays profondément influencé par la mer, ce qui implique l'existence 

de milliers d'espèces marines particulièrement les algues qui présentent une biomasse très 

importantes. 

L'objectif de ce présent travail est d'évaluer l'activité antioxydante de l'extrait brut et 

des différentes fractions de l'algue marine Sargassum muticum, et de tester leur pouvoir 

antimicrobien. 

Notre travail sera donc réparti en trois parties: 

La première est un aperçu général sur les algues marines et l'espèce investiguée 

(classification, composition et utilisation), les métabolites primaires et secondaires de ces 

dernières ainsi que le pouvoir antioxydant et les microorganismes utilisés pour notre étude. 

La deuxième sera consacrée à la présentation du matériel utilisé ainsi que la 

méthodologie suivie, à savoir: 

- Préparation de l'extrait brut et des fractions dans des solvants de polarité différente. 

- Dosage des composés phénoliques (phénols totaux, flavonoïdes et tanins condensés). 

- Test de la capacité antioxydante totale (CAT). 

- Evaluation de l'effet antimicrobien des extraits algaux par la méthode de diffusion en 

milieu gélosé. 

La troisième partie sera dédiée à la présentation et à l'interprétation des résultats 

obtenus lors de cette étude. 

Ces trois parties seront suivies de la conclusion générale ainsi que les perspectives de 

notre travail. 
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(Partie I 
	 Synthèse ôiôliographi 

Chapitre I: Généralités sur les algues 

1.1 Définition 

Organismes photosynthétiques, les algues sont conventionnellement définies comme 

des végétaux peuplant le milieu aquatique, les lieux humides et de nombreux milieux 

terrestres. On les rencontre aussi bien en eau de mer qu'en eau douce, sur les sols mouillés, 

sur diverses végétations, au sein de communautés symbiotiques (Hopkins, 2003). Elles 

possèdent toute de la chlorophylle (pigment vert), mais elles ne constituent pas un ensemble 

homogène. Elles se repartissent entre un certain nombre de voies évolutives indépendantes les 

unes des autres (Cabioc'h et aI., 1992) et elles sont une source importante de polysaccharides 

(agars, carraghénines, alginates) (Ehrhardt, 1973 ; Nisizawa, 1979). 

1.2 Distribution 

Les algues se trouvent le plus communément dans l'eau (douce, marine ou saumâtre), 

elles peuvent y être en suspension (Planctonique) ou attachées et vivant sur le fond 

(benthiques). Quelques algues vivent à l'interface eau-air et sont appelées neustoniques et 

certaines aussi associées aux mycètes pour former des lichens (Bacq-calberg et aI., 2003). 

1.3 Classification des algues 

De nombreux critères écologiques, physiologiques ou biochimiques interviennent dans 

la phylogénie des algues comme les structures cellulaires, le mode de nutrition., l'habitat ou 

même la nature et la localisation des pigments et glucanes de réserve. Malgré cette importante 

diversité et complexité structurale, une dizaine d'embranchements permettent de classer ces 

végétaux (Pérez, 1997). Différents critères rentrent en considération, à savoir leurs 

compositions pigmentaires, leurs caractéristiques structurales, leurs modes de reproduction 

ainsi que leurs polysaccharides de réserve (Pérez, 1997; Reviers, 2002). 

1.3.1 Pigmentation 

La nature et la localisation des pigments permettent de définir plusieurs grands groupes 

d'algues (Lamouroux, 1813 ; Kiltzing, 1843 ; de Reviers, 2002). Selon la nature des 

pigments surnuméraires associés à la chlorophylle, la couleur des plastes des algues permet de 

distinguer les algues brunes (ou Phéophycées), les algues rouges (ou Rhodophycées) et les 
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algues vertes (ou Chlorophycées) et des bleues (ou Cyanophycées) (De Reviers, 2003; 

Cabioc'h et al., 2006). 

Tableau 1: Classification pigmentaire des algues (Bacq-calberg et al., 2003 ; Floc'h, 2010) 

Pigments 

Chlorophylles Phycobilines Caroténoïdes 
Embranchement Nom 

commun 
(phycobiliprotéines) 

Algues Phycocyanine 

Cyanophyta bleues a Phycoérythrine - 

Allophycocyanine 

Algues (3-carotène 
Chlorophyta a, b - 

vertes ± a-xanthophylles 

(3-carotène 
Algues 

Phaeophyta a,c - Fucoxanthine 
brunes 

Xanthophylles 

Xanthophylles 
Phycocyanine C 

Algues ((3-carotène 
Rhodophyta a, rarement d Allophycocyanine 

rouges Zéaxanthine 
Phycoérythrine 

±a-carotène) 

1.4 Caractéristiques structuraux des algues 

Comme pour les plantes, les algues possèdent des pigments chlorophylliens qui leur 

procurent l'énergie nécessaire à leur survie. Elles ont également besoin d'un peu d'eau, de 
lumière et de dioxyde de carbone afin d'effectuer la photosynthèse. 

Macroalgues 

Elles sont constituées à leur base par des crampons, leurs permettant de se fixer sur un 

support. Elles absorbent les nutriments par toute la surface du thalle en contact avec l'eau. Les 

crampons sont surmontés d'un pédoncule de longueur et de diamètre variable, le stipe. 

L'algue se termine par une fronde qui peut être découpée en filaments, cordons ou lanières 

(Cabioc'h et al., 1992). 
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1.5.1.1 Acide alginique (Pérez, 1997 ; Kornprobst, 2006) 

L'acide alginique est un polysaccharide matriciel des algues brunes (entre 10 et 45% du 

poids sec du thalle) (kloareg et Quatrano, 1988) qui est localisé autour des cellules de la 

zone médullaire. 

Composition de l'acide alginique 

L'acide alginique est un polymère linéaire constitué d'un diholoside anionique (Reviers, 

2002) d'acide -D-mannuronique et d'acide a-L-guluronique relié par une liaison osidique 13 

et 4, 

COOH 

- R-0 4 H0R  
acide -D-mannuronique 	 acide oLguuronique 

Figure 01: Structure de l'acide alginique. 

1.5.1.2 Agars 

L'agar est un polysaccharide matriciel de certaines Rhodobiontes de l'ordre des 

Gélidiales et des Gigartinales présent en quantité importante dans le thalle (en moyenne 30 à 

70% du poids sec) (Kornprobst, 2006). 

Composition des agars 

C'est un polymère sulfaté du D- et L-galactose et/ou du 3,6-a-anhydrogalactose. fi est 

constitué par la répétition régulière du motif diosidique [...3 (D-galactose) 0 1 -4(L-galactose) 

al...] n. 

CH 20H 	 10H 

(O<D- 1 

 , -- 4 1<'Z 

[...3 (D- gai act ose) ; 4 (L- galactose) Œ1  

Figure 02 : Structure de I'agar. 
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1.5.1.3 Carraghénanes 

Les carraghénanes, de même que les agars, sont extraits de certaines Rhodobiontes, de 

l'ordre des Gigartinales et des Cryptomémiales. 

Composition des carraghénanes 

Les carraghénanes sont constitués de D-galactose et forment le motif diosidique {... 3(D- 

galactose) 51 -4(D-galactose) al...] n, appelé carrabiose (Leclerc et al., 2010). 

A 	 B 
CH 20H 	 CH 20H 

,»0 	
Op- 

4 

Figure 03 Motif diosidique de base des carraghénanes. 

1.5.1.4 Polysaccharides sulfatés 

Ce sont des polysaccharides situés dans la paroi des cellules, on retrouve les 

carraghénanes (extrait des algues rouges), mais il existe également les fucanes chez les algues 

brunes et les ulvanes chez les algues vertes. Ces polysaccharides font l'objet de nombreuses 

études notamment dans le domaine médical (Kornprobst, 2006). 

1. Fucoïdanes ou fucanes 

Ce sont des constituants de la paroi cellulaire de certaines algues brunes à base d'unités 

L-fucose liées en a -(1,2) et sulfatés en 4. Il semblerait que ces polysaccharides sulfatés ne 

soient pas présents chez toutes les Phéophycées, mais on les trouve chez les Fucales et les 

Laminariales (Percival, 1979). 

O3sO 'r- 
OR 

2 

OR 

Figure 04: Structure primaire des chaines de fucose a-(1,2) des fucanes d'algues brunes. 
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2. Ulvanes 

On les trouve dans la paroi des algues vertes qui appartiennent à la famille des Ulvales, 

Ces ulvanes sont des polysaccharides anioniques sulfatés et carboxylés qui sont solubles dans 

l'eau. Ces ulvanes sont représentés de 8 à 29% du poids sec de l'algue. Ils sont constitués de 

nombreux sucres dont les principaux sont le L-rhamnose sulfaté en position 3, l'acide D-

glucuronique et l'acide L-iduronique. On trouve également du D-galactose, du D-glucose et 

du D-xylose. 

1.5.2 Pigments 

La majorité des algues possède des pigments à l'origine de la photosynthèse qui les 

colorent de diffèrent type de chlorophylles. 

1.5.3 Composés phénoliques 

Près de 8000 composés naturels appartiennent à cette famille; ils ont en commun un 

noyau benzénique portant au moins un groupement hydroxyl (Delgado, 2005). Les composés 

phénoliques peuvent être engendrés par deux voies métaboliques : la voie du shikimate, la 

plus courante, qui conduit entre autre à la formation des acides phénoliques, flavonoïdes et 

lignanes ; et la voie des polyacétates qui est à l'origine de composés polycycliques tels que les 

tanins hydrolysables et condensés, les coumarines, les xanthones et les quinones (Anton et 

al., 2003). 

1.5.3.1 Acides phénoliques 

Les acides phénoliques font partie des formes les plus simples des composés 

phénoliques et se séparent en deux grands groupes distincts que sont les acides 

hydroxybenzoïques (C6-Cl) et les acides hydroxycinnamiques (C6-C3) (Arimboor et al., 

2008). 

CO2H 

CO H 

:x 
Figure 05: Structure des acides hydrobenzoïques et hydrocinnamiques. 
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I II 	I 	II 
,1 	I 	• 1 • 	I 

I 	 I 
I 	II 	I 	II 

(I . . '  

Figure 07 : Structure des tanins condensés. 

1.5.4 Caroténoïdes 

Les caroténoïdes sont des terpènes en C40 qui possèdent un chromophore avec au 

moins dix doubles liaisons. Ce sont des pigments végétaux qui donnent une couleur jaune 

orangée aux organes qui les contiennent. Les caroténoïdes peuvent être séparés en deux 

grandes classes, les carotènes et les xanthophylles qui différent respectivement par l'absence 

ou la présence de fonctions hydroxyles (Bruneton, 2008). 

1.5.5 Alcaloïdes 

Le terme d'alcaloïde a été introduit par W. Meisner au début du XlXème. La définition 

admise des alcaloïdes est celle donnée par Winterstein et Trier en 1910. 

Un alcaloïde est un composé organique naturel (le plus souvent d'origine végétale), 

hétérocyclique avec l'azote comme hétéroatome, de structure moléculaire complexe plus ou 

moins basique et doué de propriétés physiologiques prononcées même à faible dose 

(Bruneton, 1999 ; Zenk et .Juenger, 2007). 

1.6 Utilisation des algues 

Les algues ont été utilisées depuis longtemps : au début dans l'alimentation des 

populations des rivages asiatiques, ou comme engrais en Europe ou encore pour le bétail. 

Depuis le XVIIIème siècle l'iode est extrait industriellement des algues au Japon. 

A cause des propriétés de plusieurs de leurs éléments, les algues ont été et sont encore 

utilisées dans 

+ Agro-alimentaire : Gélose et alginates utilisées comme agents émulsifiants, épaississants, 

stabilisants, gélifiants (additifs d'E400 à E408), excipients (Cosandey et al., 2003). 

•• Agriculture : utilisées comme engrais (goémon) ou amendement (maërl). 
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•. Dentisterie : pâtes pour les empreintes dentaires. 

+ Industries chimiques les frustules (enveloppes externes des diatomées) siliceux, sont 

utilisés comme abrasifs, ou isolants phoniques ou thermiques. Les colles, peintures, 

résines, caoutchoucs, savons utilisent des produits d'algues (Guo-Ii et al., 2008). 

•. Médecine : en thalassothérapie, on utilise les bains d'algue (algothérapie) pour traiter les 

rhumatismes ou certaines affections de l'appareil locomoteur; en chirurgie ou en 

gynécologie, on utilise des stipes de laminaires (pour leur propriété à retenir l'eau tout en 

se dilatant) pour débrider une plaie ou dilater une voie naturelle (Eckenfelder, 1982). 

+ Pharmacie : on utilise les propriétés laxatives ou vermifuges (Hypnea Carragheen), 

•. Anticoagulantes (Phyllophora) (Foy et al., 2001). 
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Chapitre II: Étude de l'espèce algale 

11.1 Classification 

La classification de l'espèce Sargassum muticum d'après Rousseau et al. (2001), 

Cavalier-Smith (2004), Cho et al. (2006) et Phillips et al. (2008) est la suivante: 

Classe: Phéophycées 

Sous- classe: Cyclosporées 

Ordre: Fucale 

Famille: Sargassacées 

Genre: Sargassum 

Genre espèce: Sargassum muticum 

Synonymes: Sargassum kjellmanianum. muticum Yendo 

Noms communs: Fil mauvaises herbes, mauvaises herbes étrangler, Jap mauvaises herbes, 

wireweed, Japweed. 

11.2 Famille des Sargassacées 

Les Sargassacées est un groupe taxonomique, décrit en 1843 par Kutzing et qui 

appartient à la classe des Phéophycées (Critchley, 1983), avec prés de 1000 taxons décrits 

(Guiry et Guiry, 2008), mieux connus sous le nom d'algues brunes. Les Phéophycées sont 

des organismes strictement aquatiques et photosynthétiques se définissant par un ensemble de 

caractères communs tels que la structure des plastes, des cellules reproductrices flagellées et 

la présence de pigments de couleur jaune orangé (De Reviers, 2003). 

La famille des Sargassacées montre une forte diversité. En effet, d'après Guiry et 

Guiry (2009), 488 espèces ont été recensées. En nombre d'espèces, les Sargassacées 

représentent ainsi 92% des espèces connues au sein de l'ordre des Fucales qui comptent 528 

espèces (Yoshida, 1983). Cette famille est divisée en 26 genres dont le plus important, en 

nombre d'espèces, est le genre Sargassum avec 352 espèces décrites dont la majorité est des 

espèces benthiques (Rousseau et De Reviers, 1999). 

11.3 Genre Sargassum 

Décrit par Agardh en 1820, le genre Sargassum est présent dans la quasi totalité des 

océans, tempérés et tropicaux, du globe (Guiry et Guiry, 2009). Néanmoins, on retrouve la 
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plus forte diversité spécifique du genre Sargassum dans les régions intertropicales du 

Pacifique Ouest avec plus de 130 espèces recensées dont 60% seraient endémiques au 

Pacifique (Phillips, 1995; Mattio, 2008). Face à ce grand nombre d'espèces, les 

taxonomistes ont rapidement divisé le genre en 4 sous-genres qui sont Bactrophycus, 

Phyllotrichia, Sargassum et Schizophycus. Ces sous-genres se différencient par la 

morphologie des frondes, des réceptacles et des vésicules aérifères. 

11.4 Sargassum muticum 

11.4.1 Description botanique 

Sargassum muticum est une grande algue brune aquatique (Keeling, 2005), dont la 

couleur varie du brun foncé au pâle, brun jaunâtre en fonction de la saison et les conditions de 

croissance. S. muticum a régulièrement alternance pousses latérales ou branches, sur une tige 

vivace centrale. Il se fixe sur le support avec un crampon en forme de disque. Il a de 

nombreux petits ronds de 2-3 mm ou air - vessies en forme de poire qui siègent sur les petites 

tiges et provoquer l'algue de se tenir debout dans l'eau ou flotter si des parties de l'algue sont 

détachés de la base de la tige. Cette espèce a une fronde qui peut être 75 à 120 cm de long 

dans son aire d'origine, mais atteint normalement une longueur de 1,5 à 2 m dans les eaux 

suédoises, 6 à 7 m dans les eaux françaises , et jusqu'à 8,5 m dans les eaux norvégiennes . Les 

branches latérales se détachent à l'été ou à l'automne, laissant une base de la tige courte 

vivace pour hiver (Wallentinus, 1999; Wallentinus, 2010). 

Figure 08: Sargassum muticum prise par Rahim network ; blogspot.com . 
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11.4.2 Reproduction et cycle de vie 

Les organes mâles et femelles se développent dans des conceptacles différents, 

cependant, les réceptacles sont hermaphrodites (Deysher et al., 1982). S. muticum est 

monoïque et autofertile. La reproduction a lieu au printemps, en été et début de l'automne en 

fonction de la température de l'eau. Ce sont des sporophytes (2n chromosomes) qui produisent 

des organes reproducteurs spécialisés appelés réceptacles. Chaque réceptacle contient de 

nombreux conceptacles qui abritent les organes reproducteurs mâles ou anthéridies 

(producteurs de gamètes mâles ou anthérozoïdes ou spermatozoïdes) et les organes 

reproducteurs femelles ou Oogones (producteurs de gamètes femelles ou oosphères) 

(Chapman et Chapman, 1973). Après fécondation, les zygotes se forment à la surface des 

réceptacles (Yoshida, 1983). Ils germent pour donner des plantules portant 8 à 16 rhizoïdes, 

qui une fois libérées, sédimentent rapidement et se fixent à un substrat dur dans un rayon 

d'environ un mètre du thalle parental (Stiger et Payri, 2007). 

Coupe transversale dans un réceptacle 

Conceptacle c? '  

/ 
gaîne tophytes Cancer tacle 	• f 	

_;_;/ 	

/ 

	

réceptacle 	

/ 

	

arocyste 	 gamète male 

-ger  ii . nation 	
zygote 

Figure 09 : Schéma de reproduction sexuée oogame et cycle schématique de Sargassum 

muticum (Cycle monogénétique) (Gïvernaud, 1984). 

11.4.3 Conditions de croissance 

S. muticum présente également une résistance écologique considérable. Elle a 

régulièrement besoin de températures de 5 à 30 °C (Norton, 1977; Fletcher, 1989), mais à 

des baisses températures et à des salinités réduites, le taux de croissance est réduit (Norton, 
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1977). Les conditions idéales de croissance sont considérées comme étant une température de 

25 oc et à une salinité de 34 ppt (Eno et Clark, 1997). 

11.4.4 Utilisation 

Les sargasses en particulier, sont récoltées et utilisées dans de nombreux pays 

asiatiques pour leurs propriétés médicinales (Masuda et al., 1993 ; Hong et al., 2007), 

comme aliments (Wondimu et al., 2007), comme fertilisants (Sivasankari et al., 2006) ou 

pour leur teneur en alginates (industries textile et agroalimentaire) (Saraswathi et al., 2003). 

Elles peuvent être également source de composés à activité anti-inflammatoires (Dar et al., 

2007; Smit, 2004), antivirales, stimulantes pour la genèse des vaisseaux sanguins, 

anticancéreuses, anticoagulantes, réductrices de la prolifération des cellules, ils renferment 

également des composés phénoliques (Stiger et al., 2004; Plougerné et al., 2006), aux 

propriétés antioxydantes et antimicrobiennes. 

11.4.5 Travaux antérieurs 

Très peu de travaux ont été réalisés sur l'étude des propriétés antioxydantes et 

antimicrobiennes de l'algue S. muticum. 

Nous reprenons, ci-dessous, les principaux travaux relatifs à l'étude de Sargassum 

muticum. 

Les travaux réalisés par Gorham et Lewey (1984) sur la variation saisonnière de la 

composition chimique de S. muticum ont montré que la teneur la plus élevée en composés 

phénoliques était marquée pendant l'été (mois de juin et juillet), 

Etahiri et al. (2004) ont évalué l'activité antimicrobienne et anti-inflammatoire chez 22 

espèces d'algues dont S. muticum qui a montré une activité anti-inflammatoire supérieure à 

50% et une faible activité antimicrobienne. 

Hrudayanath et al. (2007) ont étudié l'activité antioxydante et antimicrobienne des extraits 

méthanoliques de Sargassum sp, ces derniers ont révélés une bonne activité antioxydante et 

une activité antimicrobienne importante contre Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, et 

Escherichia cou. 
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Chapitre III: Radicaux libres et antioxydants 

111. Introduction 

L'assimilation de l'oxygène par les organismes peut engendrer la formation de dérivés 

dangereux parmi lesquels l'oxygène singulet et les radicaux libres. Ces formes très réactives 

de l'oxygène ont un rôle important dans diverses pathologies chroniques (cancer, 

athérosclérose, arthrose, Parkinson...) ou aigus (inflammation, choc septique...) (Dodet, 

1991), 

Un radical libre est une espèce, atome ou molécule, contenant un électron non apparié. 

Ce déséquilibre n'est que transitoire et il est comblé soit par l'acceptation d'un autre électron 

soit par le transfert de cet électron libre sur une autre molécule. Ces espèces radicalaires très 

instables et très réactives sont produites d'une manière continue au sein de notre organisme, 

dans le cadre de nombreux phénomènes biologiques. Par exemple, lors de la 

respiration cellulaire, l'oxygène moléculaire se transforme en diverses substances 

oxygénées, communément appelées radicaux libres de l'oxygène ou espèces réactives 

oxygénées (ERO) (Gutteridge, 1993). 

Un antioxydant est une substance qui peut être ajoutée à faible dose à un produit 

naturellement oxydable à l'air, capable de ralentir ou d'inhiber le phénomène d'oxydation. 

Cette définition peut être élargie et le terme "antioxydant" englobe ainsi toutes les substances 

qui protègent les systèmes biologiques contre les effets délétères potentiels des processus ou 

réactions qui engendrent une oxydation excessive (Shimizu, 2004), 

Les antioxydants s'utilisent pour réduire l'oxydation du produit auquel ils sont 

mélangés. Ils agissent suivant deux mécanismes: 

1) Neutralisation les radicaux libres en empêchant les réactions en chaine initialisées par 

ces derniers. 

2) Destruction les hydroperoxydes (composés intermédiaires formant des radicaux 

libres en interrompant la liaison O-O), en diminuant ainsi la vitesse de formation de 

radicaux libres (Ribeiro, 2001). 

On distingue deux sortes de systèmes de défense selon le niveau de leur action: 
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III.! Systèmes de défense 

Des systèmes de défense permettent de prévenir la formation radicalaire ou de limiter 

les lésions d'oxydation résultantes. Ces systèmes peuvent être endogènes ou exogènes, 

d'origine nutritionnelle. 

111.1.1 Antioxydants endogènes 

Un système de défense primaire composé d'enzymes et de substances antioxydantes 

y' Superoxyde dismutase (SOD) : diminue la durée de vie de l'anion superoxyde 02; 

V' Catalase : transforme le peroxyde d'hydrogène (J -1202) en simple molécule d'eau; 

V' Glutathion peroxydase (GPx) détruit le peroxyde d'hydrogène et les peroxydes 

lipidiques. 

V' Les molécules piégeurs : le glutathion (GSH), l'acide urique, les protéines à 

groupement thiols, ubiquinone, . . . etc (Mika et al., 2004). 

Un système de défense secondaire composé d'enzymes protéolytiques, des phospholipases, 

des ADN endonuclease et ligase, des macroxyprotéinases (Mika et al., 2004). 

111.1.2 Antioxydants exogènes 

Ils sont présents dans l'alimentation telle que les vitamines A, C, E et les polyphénols en 

particulier les flavonoïdes, ainsi que les cofacteurs des enzymes impliquées dans les 

systèmes antioxydants endogènes comme le sélénium, le zinc et le manganèse. Ces 

antioxydants nutritionnels sont indispensables mais leur action est limitée jusqu'à ce qu'ils 

soient régénérés (Koechlin-Ramonatxo, 2006). 
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Chapitre 1V Microorganismes 

IV. Généralité sur les microorganismes: 

L'homme dans un environnement peuplé d'un grand nombre de microorganismes qui 

sont présents dans l'air, dans le sol, dans les eaux douces, dans les eaux marines (Horner-

Devine et al., 2003). Ces microorganismes sont constitués par les bactéries, les virus, les 

levures. Ils sont soit des hôtes naturels de l'homme et donc saprophytes, soit ils déterminent 

une infection et donc pathogènes (Khiati, 1998). 

Les antibiotiques sont une classe d'antimiçrobiens qui peuvent potentiellement être 

utilisés comme médicaments en médecine pour traiter les infections à cause de leur basse 

toxicité pour l'homme et pour l'animal (Bruxelle, 2008). 

Parmi ces microorganismes, nous citons: 

IV.!. Escherichia cou 

C'est un bacille à coloration de Gram négative, mobile, aérobie, résident normal du tube 

digestif de l'homme (Delarras, 2007). Sa présence fournissant une indication sur l'éventuelle 

contamination de l'aliment par des bactéries pathogènes d'origine digestive (Federighi, 

2005). 

Figure 10 : Aspect morphologique de la souche d'Escherichia coli observée au microscope 

électronique (artsonearth.com ) 

Pouvoir pathogène 

Différents groupes ou classes d'E. Coli sont impliqués dans des syndromes diarrhéiques 

chez l'homme et les jeunes enfants dans les pays en voie de développement ou les pays 

développés selon le cas: 

> E. coli est un bacille gram négatif, de la famille des Entérobacteriacées. Elle fermente 

le glucose par la voie des acides mixtes (Kaper et aL, 2004). 
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> E. coli ECEP : provoque des troubles digestifs spécifiques. Ces souches sont la cause 

de gastro-entérites infantiles sévères (céphalée, fièvre, vomissement et diarrhées). 

) E. coli ECET: Ces souches sont responsables de la diarrhée des voyageurs et de 

syndromes diarrhéiques cholériformes épidémiques dans les pays du tiers-monde. Ce 

sont des souches capable d'excréter des toxines (toxines LT et bu ST) (Guiraud et 

aI., 2004). 

IV.2 Staphylococcus aureus 

D'après Bourgeois et al. (1996), l'espèce S. aureus appartient à la famille des 

Micrococcacées. Elle est une cocci à Gram positive, non sporulée, immobile, coagulasse et 

catalase positive (Perry et aI., 2004). Elle croit plus rapidement en aérobie qu'en anaérobie et 

elle est responsable d'un très grand nombre d'infections chez l'homme et l'animal (Berche, 

1999) et d'infections des plaies, de la peau et du sang (de Billerbeck, 2005). 

C'est une bactérie mésophile, capable de se multiplier à des valeurs de pi-I comprises 

entre 4,2 et 9,3 (Laurent et aL, 1998). 

Figure 11: Aspect morphologique de la souche Staphylococcus aureus observée au 

microscope électronique (wikipedia.org) 

Pouvoir pathogène 

Les intoxications alimentaires à S. aureus surviennent 3 à 6 heurs après l'ingestion de 

l'aliment contaminé. La symptomatologie débute dans un contexte non fébrile, et peut 

provoquer des crampes abdominales, des diarrhées et des vomissements (Delarras, 2007). La 

muqueuse intestinale est recouverte de fausses membranes avec des ulcérations 

hémorragiques et nécrotiques (Berche, 1999). 

Dans beaucoup de pays, S. aureus est considéré comme le deuxième ou le troisième germe 

pathogène le plus commun causant des manifestations d'intoxication alimentaire, après 

Salmonella et Clostridium perfringens (Ananou et aI., 2005). 
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IV.3 Bacillus cereus 

Bacillus cereus est un germe ubiquitaire présent dans la nature mais peut aussi être 

retrouvé dans la flore intestinale de certains animaux. C'est un bacille Gram positif, non 

encapsulé, sporulé lui conférant une résistance aux moyens de désinfection utilisés dans 

l'industrie agro-alimentaire. Il est alors souvent retrouvé sur l'ensemble de la chaîne de 

production des aliments, favorisant ainsi sa large distribution à presque tous les types 

d'aliments dont les plus fréquents sont riz, pâtes, produits alimentaires diététiques, épices, 

aliments séchés, volaille, viande et certains végétaux (Gaillard, 1998). 

Figure 12 : Aspect morphologique de la souche Bacillus cereus observée au microscope 

électronique (aguaportail.com). 

Pouvoir pathogène 

B. cereus peut être responsable d'intoxications alimentaires graves avec une mortalité 

élevée en l'absence d'une prise en charge précoce et adéquate. Elle est la cause de deux types 

de maladies d'origine alimentaire : une intoxication émétique (vomissements) due à 

l'ingestion d'une toxine (cereulide) préformée dans les aliments et une infection diarrhéique 

due à l'ingestion de cellules ou spores bactériennes produisant des enterotoxines dans l'intestin 

grêle (Gaillard, 1998). 

22 



Partie I 	 Synthèse 6i6liographique 

IV.4 Kiebseilla pneumoniae 

Cette bactérie rassemble des bacilles à Gram négatif (Di Martino et al., 1999; 

Podschun et al., 2000), de 0.3 à 1.0 pm de diamètre sur 0.6 à 6 jim de longueur, se présentant 

de manière isolée, ou groupée par deux ou en courtes chaînes et présentant les caractères 

généraux de la famille des Enterbactériacées (Ayan, 2003; Jonas et al., 2004). 

Ce sont des bactéries immobiles, non sporulées, aéro-anaérobies, ayant un métabolisme 

respiratoire et fermentatif, fermentant le glucose avec production de gaz, oxydase négative, 

catalase positive, (Jarlier et Nordman, 2000). 

Figure 13 : Aspect morphologique de la souche Klebseillapneumoniae observée au 

microscope électronique (denniskunkel.com ). 

Pouvoir pathogène 

K pneumoniae sont des flores commensales de l'homme et des animaux (Bagley et al., 

1978). Elle colonise jusqu'à 30% des individus au niveau des muqueuses digestive et 

nasopharyngée. La colonisation augmente de façon très importante chez les patients 

hospitalisés (Cooke et al., 1979; Haverkorn et al., 1979). 

Elle est à l'origine d'infections communautaires, elle a été initialement décrite dans des 

pneumonies nécrosantes (Carpenter et al., 1990). Elle est aujourd'hui surtout reconnue 

comme responsable d'environ 10% d'infections nosocomiales (infections urinaires, intra-

abdominales, infections de site opératoire, septicémies, pneumonies) (Chung et al., 1992; 

Podschum et al., 2000; Dong, 2003 ; Madigan et Martinko, 2007). 

IV.5 Pseudomonas aeruginosa 

P. aeruginosa est connu depuis longtemps sous le nom de Bacillus pyocyaneus, isolé 

pour la première fois en 1882 par Charles Gessard, ce sont des bacilles à Gram négatif, non 
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Pouvoir pathogène 

Bien que M lureus n'est pas pathogène et est considéré comme un contaminant naturel, 

(Greenblat et aI., 2004). Cette bactérie pourrait être un pathogène émergeant engendrant des 

maladies nosocomiales chez des patients immunodéprimés (comme les patients infectés par le 

VIH) (Young et al., 2010). 

Micrococcus est généralement considéré comme un organisme saprophyte ou commensal. 11 

peut cependant être un pathogène opportuniste (Smith et aI., 2005). 

IV.7 Candida albicans 

Candida albicans est un genre de champignon de groupe complexe, hétérogène, 

appartenant aux levures dont les colonies sont de couleur blanche et ressemblent à des 

colonies bactériennes, comprend à 150-200 espèces (Odds, 1988). Macroscopiquement, les 

levures sont des cellules ovales ou arrondies de 4 à 6 pm de diamètre. Elles provoquent des 

infections fongiques (candidiase ou candidose) essentiellement au niveau des muqueuses 

digestive et gynécologique (Boiron, 1999; Pfaller, 2002). 

Figure 16: Aspect morphologique de la souche Candida albicans observée au microscope 

électronique (www. Candida albicans.com ). 

Pouvoir pathogène 

C. albicans est responsable de la plupart des manifestations pathologiques chez 

l'homme. Elle est un endosaprophyte du tube digestif et des muqueuses génitales (Bergogne, 

2007), mais il peut passer de l'état saprophyte à un état parasitaire pathogène. A l'inverse, C. 

albicans n'est jamais trouvé à l'état normal sur la peau. (Xu et aI., 2008). 
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1.1 Zone d'échantillonnage 

Le matériel végétal qui a fait l'objet de notre travail est l'algue brune Sargassum 

muticum récoltée à la plage de Madrid à l'ouest de la wilaya de Ain-Temouchent (Figure 

17). 

Les paramètres géographiques de cette région sont représentés dans le Tableau 2. 

Tableau 2: Situation géographique (Encarta, 2009) 
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Figure 17: Emplacement géographique du site d'échantillonage de Sargassum muticum. 

cE: station de la récolte (Encarta, 2009). 

1.2 Échantillonnage 

L'algue brune Sargassum muticum a été récoltée à la main durant le mois de Juin 2013 

(Figure 18). Après la collecte, l'algue a été rincée à l'eau de mer propre, puis transférée au 

laboratoire et rincée à l'eau de robinet et à l'eau distillée pour éliminer l'excès du sel et toute 
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microflore associée, en suite séchée à l'ombre durant 7 jours à température ambiante. Après 

séchage, puis placée dans des sacs en papier et conservée ensuite à l'abri de la lumière avant 

l'utilisation (Gonzalez del Val et aI., 2001). 

L'espèce de S. muticum a été identifiée par le Docteur Benguedda Wassila, laboratoire 

de recherche : Valorisation des actions de l'homme pour la protection de l'environnement et 

application en santé publique, Département d'Écologie, Université de Tlemcen. 

1upjr 
bw 

Figure 18 : Sargassum muticum (Photo prise par Ghania Aissaoui, 2013). 

Poudre 
algale 

—Tamis .1 - 

 

Figure 19 : Photos représentant le séchage (à gauche) et le broyage (à droite) de l'algue 

(Photo originale). 
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1.3 Extraction du produit algal 

1.3.1 Préparation de l'extrait brut 

La méthode d'extraction utilisée est celle décrite par Duan et al. (2004). Un mélange de 

deux solvants a été utilisé au cours de l'extraction: le méthanol et le chloroforme. Le 

protocole suivi comporte les étapes ci-dessous 

50g de poudre/350 (2:1) 

MeOH/CHC12 

Extraction par Soxhiet 
(6 h) 

Evaporation a 40 oc 

Résidus sec (EB) 

Figure 20 : Protocole d'extraction d'extrait brut. 

1.1.2 Fractionnement de l'extrait brut 

- 	100 g de la poudre algale est extraite avec 500 ml du méthanol: chloroforme (2:1) 

(V:V) dans un extracteur de Soxhlet pendant 6 h (Figure 20). 

Figure 21: Photo représentant l'extraction d'algue au Système Soxhlet (photo originale). 

- L'extraction a été répétées deux fois, les deux solutions organiques sont combinées et 

évaporées sous vide pour donner un extrait brut (Figure 22). 
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• ..' _p_ •_J••__-•  
o 

Figure 22 : Evaporation de l'extrait algal par le rotavapor HAHNSHIN HS-2005 V-N (photo 

originale). 

- Dissoudre l'extrait sec dans le méthanol à 90%, puis l'extraire avec 3 x 100 ml d'éther 

de pétrole (EP). La solution méthanolique est évaporée sous pression réduite jusqu'à 

obtention d'un extrait semi-solide, qui sera ensuite dissous dans 200 ml d'eau distillée 

puis extrait successivement avec 3 x 100 ml d'acétate d'éthyle (AE), 3 x 100 ml de 

dichiorométhane (DM) et 3 x 100 ml de n-butanol (BuOH). 
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100 g de la poudre algale + 500 ml MeOHICHC1 2  

Évaporation 40°C 4, 
Ajout de MeOH 90% + 100 ml Éther de pétrole 

Phase aqueuse 

	

	 Phase organique 

Évaporation 40°C 

Ajout 200 ml ED + 100 ml Acétate d'éthyle 
	 FEP 

Phase organique 	 Phase aqueuse 

Évaporation à 40°C 

FAE 
	

Ajout 100 ml Dichlorométhane 

Phase organique 	 Phase aqueuse 

Évaporation à 40°C 

FDM 
	 Ajout 100 ml Butanol 

Phase organique 	 Phase aqueuse 

Évaporation à 40°C 

M. 

	 FA 

Figure 23 : Protocole d'extraction (Bin-Gui Wang et aI., 2004) 

Fraction éthérique (FE?) ; Fraction acétate d'éthyle (FAE) ; Fraction dichiorométhanique 
(FDM) ; Fraction butanolique (FB); Fraction aqueuse (FA). 

31 



(Partie II 	 Matérie(et méthodes 

Calcul des rendements en extraits secs (AFNOR, 1986). 

Nous pouvons déterminer le rendement de l'algue en extrait sec en calculant le rapport 

suivant: 

P1—P2/P3x 100 	
j 

R: Rendement exprimé en %. 

Pi: poids du ballon après évaporation. 

P2 : poids du ballon avant évaporation vide. 

P3 : poids de la matière végétale. 
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II. Dosage et détermination de la capacité antioxydante totale 

11.1 Dosage des composés phénoliques 

11.1.1 Dosage des phénols totaux 

Principe 

Le dosage des polyphénols totaux par le réactif de Folin-Ciocalteu a été décrit dès 1965 

(Singleton et Rossi). Le réactif est constitué par un mélange d'acide phosphotungstique 

(H3 PW 12040) et d'acide phosphomolybdique (H3PM012040). Il est réduit, lors de l'oxydation 

des phénols, en un mélange d'oxydes bleus de tungstène et de molybdène (Ribéreau, 1968). 

La coloration produite, dont l'absorption maximum est comprise entre 725 et 750 nm est 

proportionnelle à la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux (Boizot et 

Charpentier, 2006). 

Mise en oeuvre pratique 

Un volume de 200 il des extraits de chaque fraction de l'algue (S. muticum) est 

introduit dans des tubes à essai et mélangé avec l'eau distillée. Le mélange (1 ml du réactif de 

Folin-Ciocalteu dilué 10 fois et 0,8 ml de carbonate de sodium à 7.5%) est additionné. Les 

tubes sont agités et conservés durant 30 min à la température ambiante. L'absorbance est 

mesurée à 765 nm contre un blanc à l'aide d'un spectrophotomètre SPECORD 200 Plus. 

Une courbe d'étalonnage est réalisée en parallèle dans les mêmes conditions opératoires en 

utilisant l'acide gallique comme contrôle positif. 

Les résultats sont exprimés en milligramme (mg) équivalent d'acide gallique par gramme de 

matière algale sèche (mg GAE/g MS). 

11.1.2 Dosage des flavonoïdes 

Principe 

La quantification des flavonoïdes a été effectuée par une méthode adaptée par Zhishen 

et al. (1999) avec le trichlorure d'aluminium et la soude. Le trichlorure d'aluminium forme un 

complexe jaune avec les flavonoïdes et la soude forme un complexe de couleur rose absorbe 

dans le visible à 510 nm. 

Mise en oeuvre pratique 

Un volume de 500 jil de chaque fraction de l'algue S. muticum et convenablement dilué 

est mélangé avec 1500 i.tl d'eau distillée, suivi de 150 tl de nitrite de sodium (NaNO 2) à 5%. 

Après 5 mm, 150 pi de trichlorure d'aluminium (AlC13) à 10% (mlv) est rajouté au mélange. 
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Après 6 min d'incubation à la température ambiante, 500 ii d'hydroxyde de sodium (NaOH) 

à 4% est additionné. Immédiatement, le mélange est complètement agité afin d'homogénéiser 

le contenu. L'absorbance de la solution de couleur rosâtre est déterminée à 510 nm contre un 

blanc. 

Une courbe d'étalonnage est réalisée en parallèle dans les mêmes conditions opératoires en 

utilisant la catéchine comme contrôle positif 

La teneur en flavonoïdes totaux des extraits algaux est exprimée en milligramme (mg) 

équivalent de la catéchine par gramme de matière algale sèche (mg EC/g MS). 

11.1.3 Dosage des tanins condensés 

Principe 

La teneur en tanins condensés est déterminée par la méthode de vanilline en milieu 

acide (Julkunen-Titto (1985). Cette méthode est basée sur la capacité de la vanilline à réagir 

avec les unités des tanins condensés en présence d'acide pour produire un complexe coloré 

mesuré à 500 nm. La réactivité de la vanilline avec les tanins n'implique que la première unité 

du polymère. 

Mise en oeuvre pratique 

Un volume de 50 pi des extraits dans le méthanol est ajouté à 1500 pi de la solution 

vanilline/méthanol (4%, mlv) puis mélangé à l'aide d'un vortex. Ensuite, 750 jil de l'acide 

chlorhydrique concentré (1-ICI) est additionné. Le mélange obtenu est laissé réagir à la 

température ambiante pendant 20 min. L'absorbance est mesurée à 550 nm contre un blanc à 

l'aide d'un spectrophotomètre SPECORD 200 Plus. 

Une courbe d'étalonnage est réalisée en parallèle dans les mêmes conditions opératoires en 

utilisant la catéchine comme contrôle positif 

Les résultats des teneurs sont exprimés en milligramme (mg) équivalent de la catéchine par 

gramme de matière algale sèche (mg EC/g MS). 

11.1.4. Détermination du pouvoir antioxydant 

Parmi tous les tests existants du pouvoir antioxydant, nous avons sélectionné un test qui 

a l'avantage d'être simple et rapide. Il s'agit du test de la CAT qui permet d'estimer la 

capacité antioxydante totale. 
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11.1.4.1 Capacité antioxydante totale (CAT) 

La capacité antioxydante totale (CAT) des extraits est évaluée par la méthode de 

phosphomolybdène de Prieto et al. (1999). Cette technique est basée sur la réduction de 

molybdène Mo (VI) présent sous la forme d'ions molybdate M004 2- à molybdate Mo (V) 

M002 en présence de l'extrait pour former un complexe vert de phosphate /Mo(V) à milieu 

acide. 

Un volume de 0.3 ml de chaque extrait est mélangé avec 3 ml de 1 a solution du réactif 

(acide sulfurique 0.6M, phosphate de sodium 28 mM et molybdate d'ammonium 4 mM). Les 

tubes sont visés et incubés à 95°C pendant 90 min. Après refroidissement, l'absorbance des 

solutions est mesurée à 695 nm contre le blanc qui contient 3 ml de la solution du réactif et 

0.3 ml du méthanol et il est incubé dans les mêmes conditions que l'échantillon. La capacité 

antioxydante totale est exprimée en milligramme équivalent d'acide ascorbique par gramme 

de matière sèche (mg EAA/g MS). Les expériences sont répétées trois fois. 
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III: Evaluation du pouvoir antimicrobien 

111.1 Microorganismes utilisés 

Dans cette étude, les six souches bactériennes et la levure retenues pour évaluer le 

pouvoir antimicrobien sont: Escherichia cou, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus 

aureus, Kiebsiella pneumoniae, Bacillus cereus, Micrococus luteus et Candida albicans. 

Ces souches sont entretenues par repiquage sur gélose nutritive favorable à leur croissance. 

Tableau 3 : Souches utilisées dans le test antimicrobien. 

Les Microorganismes Codes 

Escherichia coli ATCC 8739 

Staphylococcus aureus ATCC 43300 

Pseudornonas aeruginosa ATCC 27853 

Bacillus cereus ATCC 10876 

Klebsiellapneumonia ATCC 13047 

Candida albicans ATCC 26790 

Micrococus luleus ATTC 13047 

ATCC: American Type Culture Collection. 

111.2 Milieux de cultures 

Les milieux de culture utilisés lors de notre travail étaient soit liquides ou solide: Brain 

Heart Broth, Gélose Nutritive, Gélose Mueller-Hinton, Sabouraud. Les milieux sont stérilisés 

par l'autoclavage à 120° C pendant 20 min. 

111.3 Tests microbiologiques 

111.3.1 Test de confirmation des souches 

Test de la Catalase 

Pendant leur respiration aérobie, certaines bactéries produisent du peroxyde 

d'hydrogène (I-1202), celui-ci est très toxique est certaines bactérie sont capables de le 

dégrader grâce aux enzymes qu'elles synthétisent et notamment la catalase. Cette enzyme est 

capable de décomposer l'eau oxygène selon la réaction: 
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Catalase 

2H202 	 > 21-120+02  

Ce test a pour but de différencier les souches. Sur une lame propre, une goutte d'eau 

oxygénée est déposée à 10 volumes à l'aide d'une pipette pasteur boutonnée, l'inoculum 

bactérien est ajouté. L'observation est immédiate, s'il y'a une apparition de bulles, 

dégagement gazeux de dioxygène : le test catalase est + et s'il n'y a pas de bulles : catalase-. 

Coloration de Gram 

Un frottis fixé à la chaleur est coloré pendant une minute au violet de gentiane; il est 

ensuite rejeté, traité pendant une minute par une solution de Lugol appelée aussi mordant, 

puis rincé rapidement à l'eau distillée. On soumet alors le frottis coloré à une étape de 

décoloration en le traitant avec l'éthanol 95% pendant 45secondes. Il s'agit de l'étape critique: 

la lame est maintenue inclinée et on fait couler le solvant sur le frottis pendant 2 à 3 secondes 

seulement jusqu'à ce que le colorant cesse de s'échapper librement du frottis. Celui-ci est alors 

immédiatement rincé à l'eau distillée. À ce stade les cellules Gram négative seront incolores, 

les cellules Gram positive violettes. On soumet ensuite le frottis à une contre coloration de 30 

secondes à la fushine pour colorer les cellules Gram négative présentes. Après un bref 

rinçage, on sèche le frottis au buvard et on l'examine à l'objectif à immersion (Grossissement 

X 1000) (Singleton, 1999 ; Delarras, 2007). 

111.3.2 Conservation des souches 

Les souches étaient conservées à 4°C dans des tubes stériles contenant 7 ml de culture 

incliné (ensemencement des souches isolées sur gélose nutritive pour les bactéries et gélose 

Sabouraud pour les levures). 

111.4 Réalisation de l'antibiogramme 

L'effet antimicrobien était testé par différents antibiotiques couramment utilisés sur sept 

souches pathogènes, ceci afin de comparer l'efficacité thérapeutique des extraits d'algues. 
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111.5 Réalisation de l'activité antimicrobienne 

Préparation d'inoculum 

Pour la fixation de l'inoculum de départ, nous avons employé une méthode 

photométrique (Atwal, 2003). 

V' 	A partir d'une préculture d'environ 18 h sur bouillon Mueller Hinton pour les 

bactéries et 48 h sur bouillon Sabouraud pour la levure, une suspension bactérienne a été 

préparée et l'homogénéisée. 

V' 	la densité optique doit être de 0.08 à 0.1, lue à la longueur d'onde de 625 nm (108) 

pour les bactéries et 0,11 à 0,15, lue à la longueur d'onde de 540 nm (10) pour les levures 

(Gachkar et al., 2007). 

Ensemencement 

-le milieu de culture utilisé est Mueller-Hinton, qui est le milieu le plus employé pour les 

tests de sensibilité aux agents antibactériens. 

- Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne. 

- 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 Mueller-Hinton, 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 

- 	pivoter 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). 

Antibiogrammes 

Nous avons utilisé des disques de 6 mm de diamètre imprégnés des antibiotiques à 

différentes concentrations conditionnés par le fabricant (Institut Pasteur, Alger) par paquets de 

50 disques. 
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Tableau 4 : Liste des antibiogrammes testés sur chaque souche. 

Antibiogrammes Code Charge 

Bacitracine B 10 UI 

Lincomycine L 15 j.ig 

Ampiciline AMP 10 .ig 

Tetracycline TE 30 .tg 

Vancomycine VA 30 tg 

Cefotaxime CTX 30 .ig 

Penicilline P 6 p.g 

Nystatine - 30 tg 

111.6 Méthode de diffusion sur agar 

Principe 

Cette méthode permet de tester différents composés contre un seul microorganisme 

(Rios et Recio, 2005), qui consiste à comparer le diamètre d'inhibition de la croissance des 

micro-organismes sensibles provoqué respectivement par des concentrations connues de 

l'antibactérien. 

Mode opératoire 

L'effet antimicrobien était testé par différents extraits couramment utilisés sur sept 

souches pathogènes, ceci afin de comparer l'efficacité thérapeutique des extraits d'algues. 

Préparation des disques 

Imprégner les disques de papier Whatman de 6 mm de diamètre, avec les différentes 

concentrations (50, 100 et 200 mg/ml) de l'extrait brut et ses fractions obtenus de S. muticum 

(EB, FEP, FAE, FDM, FB, FA) en prélevant pour chaque extrait 10 .tl par disque. On aboutit 

alors à des doses de 2 mg/disque, de lmg/disque et de 0.5mg/disque pour chaque extrait. On 

imprègne les disques témoins avec 10 pl de DMSO. 

Presser chaque disque d'extrait à l'aide d'une pince bactériologique stérile pour 

s'assurer de son application. Une fois appliqué, le disque ne doit pas être déplacé. 

39 



Partie II 	 [Matérie(et méthodes 

Incubation 

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

levure. 

Lecture 

La lecture se fait par la mesure du diamètre de la zone d'inhibition autour de chaque 

disque à l'aide d'un pied de règle en mm sur le fond de la boite fermée (Bonnet et al., 2012). 

Analyse statistique 

Les données expérimentales du dosage et l'évaluation de Factivité antioxydante 

obtenues ont été exprimés par une moyenne et plus ou moins l'écart type en utilisant l'Excel 

2007. 
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Partie III 	 Résuttats et discussion 

I. Rendements et dosages des composés phénoliques 

1.1. Rendements en extraits secs 

Les extractions des différents composés les plus abondants dans notre algue nous ont 

permis de calculer les rendements de l'extrait brut (EB) et ses fractions de l'éther de pétrole 

(FEP), d'acétate d'éthyle (FAE), de dichlorométhane (FDM), de butanol (FB) et d'aqueux 

(FA). Les rendements qui ont été déterminés par rapport à 100 g du matériel végétal sec et 

broyé sont exprimés en pourcentage. Les résultats obtenus sont illustrés dans le tableau 05. 

Tableau 05: Rendements en extraits obtenus à partir de l'algue Sargassum muticum. 

Espèce Extraits Rendements (%) 

Extrait brut EB 3.101 ± 0.556 

Fraction éthérique FEP 0.847 ±0.0045 

Fraction acétate d'éthyle FAE 0.444 ± 0.0940 

Fraction dichlorométhanique FDM 0.0243 ± 0.006 

Fraction butanolique FB 0.136 ± 0.0165 
C••: Fraction aqueuse FA 0.286 ± 0.157 

Nous remarquons que le rendement en extrait brut de l'ordre de 3.101 % est supérieur 

par rapport aux autres fractions, suivi par la fraction éthérique à raison de 0.847 %. Pour les 

autres fractions, les rendements son respectivement 0.444, 0.286, 0.136 et 0.0243 % pour la 

FAE, FA, FB et FDM. 

En comparant avec d'autres travaux, ces rendements sont très faibles par rapport aux 

résultats de Bhaskar et al. (2005) sur l'espèce S. marginatum. Ces auteurs ont montré que le 

rendement obtenu de celui-ci est 5.45% d'EB possédant une teneur élevée en FEP par rapport 

à la fraction FB avec des valeurs 28.40 et 25.04 % respectivement. En outre, ils ont souligné 

la présence importante du rendement trouvé dans l'autre fraction: FA (21.39 %) par rapport à 

celui de FAE (14.38 %) suivi la FDM est de (10.80 %). 
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1.2. Teneurs en phénols totaux, en flavonoïdes et en tanins condensés 

I.2.1.Dosage en phénols totaux 

Le dosage des phénols totaux a été effectué par la méthode spectrophotométrique 

adaptée de Singleton et Ross (1965) avec le réactif de Folin-Cioealteu. 

Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent d'acide gallique par gramme de matière 

algale sèche (mg GAE/g MS), en utilisant l'équation de la régression linéaire de la courbe 

d'étalonnage tracée de l'acide gallique (Figure 24). 

Figure 24 : Courbe d'étalonnage de l'acide gallique pour le dosage des phénols totaux. 

1.2.2. Dosage des flavonoïdes 

Le dosage des flavonoïdes a été réalisé par la méthode colorimétrique décrite par 

Zhishen et al, (1999). La catéchine considérée comme contrôle positif a permis de réaliser 

une courbe d'étalonnage, d'où on a calculé la teneur en flavonoïdes des différents extraits de 

l'algue qui est exprimée en mg équivalent de catéchine (EC) par gramme de matière algale 

sèche (Figure 25). 

Figure 25 : Courbe d'étalonnage de catéchine pour le dosage des flavonoïdes. 
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1.2.3. Dosage des tanins condensés 

La quantification des tanins condensés a été effectuée par une méthode adaptée par 

Zhang et al (2008). Une courbe d'étalonnage est réalisée en utilisant la catéchirie comme 

contrôle positif. Les résultats sont exprimés en milligramme (mg) équivalent de la catéchine 

par gramme de matière algale sèche (mg EC/g MS) (Figure 26). 

Figure 26: Courbe d'étalonnage de la catéchine pour le dosage des tanins condensés. 

Le tableau 06: résume les résultats obtenus des teneurs en phénols totaux, en fiavonoïdes et 

en tanins des différant extraits de l'algue. 

Tableau 06: Teneurs en phénols totaux, en flavonoïdes et en tanins condensés des extraits 

d'algue S. marginatum. 

Extraits 
Phénols totaux 

(mg EAG/g MS) 

Flavonoïdes 

(mg EC/g MS) 

Tanins condensé 

(mg ECIg MS) 

Extrait brut 0.662 ± 0.011 0.34 ± 0.005 2.636:È 0.285 

Fraction éthérique 0.182 ± 0.004 0.087:L 0.002 0.8 ± 0.025 

Fraction acétate d'éthyle 0.280 ± 0.009 0.14 ± 0.001 2.164:L 0.055 

Fraction dichlorométhanique 0.027 ± 0.0001 0.021 ± 0.0001 0.052 ± 0.0001 

Fraction butanolique 0.029:L 0.0006 0.022:L 0.0003 0.060 ± 0.001 

Fraction aqueuse 0.104 ± 0.003 0.021 ± 0.001 0.009 ± 0.0001 
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Nous observons que l'EB possède une teneur élevée en tanins condensé de 2.636 ± 

0.285 mg EAG /g MS. Les teneurs en phénols totaux et flavonoïdes enregistrées égalent à 

0.662 ± 0.011 et 0.34 ± 0.005 mg EC/g MS respectivement. 

Pour les six extraits de l'algue étudiée S. muticum nous avons remarqué une variabilité des 

teneurs en phénols totaux. La teneur la plus élevée est constatée dans FEB, elle est de l'ordre 

de 0.662 ± 0.011 mg (JAE/g suivi par la FAE (0.280 ± 0.009 mg OAE/ g). Pour les autres 

fractions, ces teneurs varient entre 0.027 ± 0.0001 et 0.182 ± 0.004 mg GAE/g. 

Comme le montre dans le tableau 06, les concentrations des flavonoïdes sont classées 

comme suit : EB > FAE> FEP qui sont de l'ordre de 0.34 ± 0.005; 0.14 ± 0.001 ; 0.087 ± 

0.002 mg ECIg respectivement. Les fractions FB, FA et FDM ont révélé des teneurs presque 

comparables (0.022 ± 0.0003 ; 0.021 ± 0.001 et 0.021 ± 0.0001 mg EC/g, respectivement). 

Nous avons aussi observé des teneurs rapprochées en tanins condensé dans l'EB (2.636 

± 0.285 mg EC/g) et FAE (2.164 ± 0.055 mg EC/g), suivis par les FEP, FB, FDM et FA avec 

des teneurs de 0.8 ± 0.025, 0.060 ± 0.001, 0.052 ± 0.0001 et 0.009 ± 0.0001 mg EC/g. 

Une étude faite par Bhaskar et aL (2005) sur l'espèce S. marginatum a montré que la teneur 

en phénols totaux la plus élevée est remarquée dans FA (24.61 mg GAE/g) suivi par le FDM 

(16.87 mg EAG/g) puis EB (11 mg GAE 1g). Ces mêmes auteurs ont trouvé des teneurs 

inférieures de 8.95, 3.58 et 2.78 mg EAG/g dans FAE, FEP et le FEB, respectivement. 

En 2012, Chbani et ses collaborateurs 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. 

1.3. Résultats de l'activité antioxydante 

Le test employé pour évaluer le pouvoir antioxydant des extraits de S. muticum est la 

capacité antioxydante totale (CAT): 

1.3.1. Méthode de la capacité antioxydante totale (CAT) 

Le résultat obtenu dans la Figure 27 nous montre que tous les extraits ont présenté des 

différents degrés de la CAT. Les fractions butanolique, aqueuse et dichiorométhanique ont 

révélé des capacités faibles de l'ordre de 0.165, 0.085 et 0.078 mg EAA/g MS, 

respectivement. Alors que, I'EB détient la meilleure capacité à raison de 1.583 ± 0.042 mg 

EAAIg MS. 
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Figure 27 Comparaison de la capacité antioxydante totale des extraits de S. muticum. 

En effet, les fractions acétate d'éthyle et éthérique ont montré des capacités de 0.897 et 

0.575 mg EAAIg MS. Ces valeurs sont plus faibles comparativement à l'étude de 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. Résultats de l'activité antimicrobienne 

Coloration de Gram: 

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

en microscope optique Grossissement xlOO. 
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Figure 28: Photos représentants la coloration de Gram des souches bactériennes testées. 
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III. Résultats du test catalase 

Toutes les souches bactériennes sont pourvues de l'enzyme catalase (Tableau 07) 

Tableau 07: Résultats de la catalase. 

Souches bactérienne Catalase 

Escherichia cou + 

Pseudomonas aeruginosa + 

Staphylococcus aureus + 

Micrococcus luteus + 

Kiebsiella pneumonie + 

(+) : Catalase positive. 

IV. Résultats de l'antibiogramme 

Les diamètres des spectres d'action des antibiotiques observés sur les six bactéries ont 

été mesurés et ensuite représentés dans les histogrammes qui suivent: 

IV.!. Staphylococcus aureusATCC 6538 

D'après la Figure 29 et le Tableau 08, nous constatons, qu'à l'exception de Bacitracine 

où il y'a une absence de zone d'inhibition, les autres antibiotiques testés sur la souche à Gram 

positif S. aureus possèdent des diamètres qui varies entre 18 et 50 mm. 
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Figure 29: Distribution des diamètres des zones d'inhibition en fonction des antibiotiques 

testés sur Staphylococcus aureus ATTC 6538. 
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Le tableau ci après résume les interprétations des diamètres des zones d'inhibition des 

antibiotiques où cette souche est sensible à la plupart des antibiotiques testé sauf pour 

Bacitracine ou il ya une résistante. Pour l'Ampicilline, nous avons révélé une sensibilité 

intermédiaire de la souche S. aureus. 

Tableau 08: Interprétation des diamètres des zones d'inhibition pour S. aureus (CASFM, 

2012). 

Antibiotiques Interprétations de l'antibiogranime 

Ampicilline I 

Bacitracine R 

Cefotaxime S 

Lincomycine S 

Pénicilline S 

Tétracycline S 

Vancomycine S 

Sensible (S), Résistant (R), Intermédiaire (I) 

IV.2 Bacillus cereus A TCC 10876 

Cette souche à Gram positif est résistante aux trois antibiotiques parmi les sept 

antibiotiques testés. Les antibiotiques inhibiteurs de la croissance, Tetracycline, Vancomycine 

et Lincomycine possèdent des zones d'inhibition de 21, 21 et 27 mm, respectivement (Figure 

30). 
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Figure 30: Distribution des diamètres des zones d'inhibition en fonction des antibiotiques 

testés sur Bacillus cereus A TTC 10876. 

Nous constatons une résistance totale remarquable de la souche B. cereus testé vis-à-vis 

des antibiotiques Cefotaxime, Penicilline, Bacitracine, Ampicilline (Tableau 09). 

Tableau 09 : Interprétation des diamètres des zones d'inhibition pour B. cereus (CASFM, 

2012). 

Antibiotique Interprétations de l'antibiogramme 

Ampicilline R 

Bacitracine R 

Cefotaxime R 

Lincomycine S 

Pénicilline R 

Tétracycline S 

Vancomycine S 

Sensible (S), Résistante (R). 

IV.3.Micrococus luteus ATCC 13047 

Selon les résultats de l'antibiogramme présentés dans la Figure 31 et dans le Tableau 

10, les antibiotiques Bacitracine, Lincomycine, Ampicilline ne présentent aucun effet. 

Cefotaxime présente une zone d'inhibition la plus élevée (40 mm). 
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Figure 31: Distribution des diamètres des zones d'inhibition en tonction des antibiotiques 

testés sur Micrococus lute us ATTC 13047. 

Le Tableau 10 résume les interprétations des diamètres des zones d'inhibition des 

antibiotiques où cette souche est la plus sensible à l'antibiotique Cefotaxime et Tetracycline. 

Les antibiotiques Lincomycine, Bacitracine, Ampicilline, Pénicilline et Vancomycine ne 

possède aucun effet inhibiteur sur M. luteus. 

Tableau 10; Interprétation des diamètres des zones d'inhibition pour M. luteus (CASFM, 

2012). 

Antibiotique Interprétations de l'antibiogramme 

Ampicilline R 

Bacitracine R 

Cefotaxime S 

- Lincomycine R 

Pénicilline R 

Tétracycline S 

Vancomycine R 

Sensible (S), Résistante (R). 
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IV.4 EscI,ericl,ia co1iATCC 8739 

Selon les résultats de l'antibiogramme présentés dans la Figure 32 et le Tableau 11, les 

antibiotiques Penicilline, Vancomycine, Bacitracine, Lincomycine ne possède aucun effet 

inhibiteur sur E. cou. Les autres antibiotiques sont les plus efficaces sur cette souche avec des 

diamètres des zones d'inhibition de 31 mm pour Cefotaxime et 31 mm pour Tetracycline. 
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Figure 32 : Distribution des diamètres des zones d'inhibition en fonction des antibiotiques 

testés sur Escherichia coli ATTC 8739. 

Nous avons révélé l'existence d'un effet inhibiteur sur E. coli vis-à-vis la Cefotaxime, 

Tetracycline ce qui est le cas contraire pour les antibiotiques restant ou notre souche a une 

résistance totale. 

Tableau 11: Interprétation des diamètres des zones d'inhibition pour E. cou (CASFM, 2012). 

Antibiotique Interprétations de l'antibiogramme 

Ampicilline R 

Bacitracine R 

Cefotaxime S 

Lincomycine R 

Pénicilline R 

Tétracycline S 

Vancomycine R 

Sensible (S), Résistante (R), Intermédiaire (I). 
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IV.5 Kiebseilla pneumoniae A TCC 700603 

Cette souche à Gram négatif est résistante à tous les antibiotiques à l'exception de la 

Tetracycline et Cefotaxime où les zones d'inhibition sont de 15 et 27 mm, respectivement 

(Figure 33). 
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Figure 33: Distribution des diamètres des zones d'inhibition en fonction des antibiotiques 

testés sur Klebseillapneumoniae ATCC 700603. 

D'après les résultats de l'antibiogramme présentés dans le tableau 12, nous constatons 

une sensibilité de la souche K pneumoniae testée vis-à-vis de la Cefotaxime, ainsi qu'une 

résistante remarquable contre l'Ampicilline, Bacitracine, Lincomycine, Pénicilline et 

Vancomycine. 

Tableau 12: Interprétation des diamètres des zones d'inhibition pour K pneumoniae 

(CASFM, 2012). 

Antibiotique Interprétations de l'antibiogramme 

Ampicilline R 

Bacitracine R 

Cefotaxime S 

Lincomycine R 

Pénicilline R 

Tétracycline R 

Vancomycine R 

Sensible (S), Résistante (R). 
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IV.6 Pseudomonas aeruginosa A TCC 27853: 

Nous avons constaté une sensibilité de la souche P. aeruginosa testée vis-à-vis de la 

Cefotaxime et la Tétracycline avec des diamètres des zones d'inhibition de 18 et 13 mm, 

respectivement mais une résistante totale pour les autres antibiotiques. 
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Figure 34 : Distribution des diamètres des zones d'inhibition en fonction des antibiotiques 

testés sur Pseudomonas aeruginosa A TCC 27853. 

D'après le Tableau 18, tous les antibiotiques testés n'exercent aucun effet inhibiteur sur 

P. aeruginosa. 

Tableau 13 : Interprétation des diamètres des zones d'inhibition pour P. aeruginosa 

(CASFM, 2012). 

Antibiotique Interprétations de l'antibiogramme 

Ampicilline R 

Bacitracine R 

Cefotaxime R 

Lincomycine R 

Pénicilline R 

Tétracycline R 

Vancomycine R 

Résistante (R). 
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V. Pouvoir antifongique 

Afin de tester le pouvoir antifongique, la levure Candida albicans ATCCIO231 est 

mise en contact avec la nystatine (30 tg). Le résultat nous montre une résistance totale par 

rapport à celle-ci. 

IV. Méthode de diffusion sur agar (Méthode de disques) 

Du fait que les extraits algaux ont était récupérés par le DMSO, ce dernier était testé 

vis-à-vis les souches microbiennes testées afin de vérifier son pouvoir antimicrobien et les 

résultats étaient négatifs, ce qui prouve qu'il n'a aucun effet inhibiteu. 

Les diamètres des zones d'inhibition ont été mesurés et ensuite traduits dans les graphes qui 

suivent. 

IV.1. Staphylococcus aureus 

D'après la Figure 35, les résultats de l'activité antibactérienne des extraits organiques 

par la méthode des disques montrent que l'extrait de concentration 200 mg/ml est plus actif 

que les autres concentrations sur S. aureus. 

Nous avons constaté une variation de zone d'inhibition en fonction de la variation de 

concentration. Pour cette souche, les extraits qui ont un effet inhibiteur sont !'EB, FEP, FDM 

et FAE avec des diamètres d'inhibition de 9, 7.5, 10.5 et 8 mm, respectivement. 

En effet: 

A la concentration 100 mg/ml, l'EB et la FAE marquent la meilleure zone d'inhibition 

avec des diamètres de 9.75 et 9 mm, respectivement. Des valeurs plus inférieures ont été 

enregistrées avec les fractions FEP (7.25 mm) et FDM (7 mm). 

A la concentration 50 mg/ ml, les diamètres des zones d'inhibitions varient entre 7 et 9 

mm. Nous soulignons aussi que les fractions aqueuse et butanolique n'exercent aucun effet 

inhibiteur sur S . aureus. 
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Figure 35: Distribution des diamètres des zones d'inhibition en fonction des concentrations 

déposées sur les disques testés sur Staphylococcus aureus ATI'C 6538. 

EB 1 : Extrait brut à 50 mg/ml ; EB 2  Extrait brut à 100 mg/ml ; EB 3 : Extrait brut à 200 mg/ml ; FEP1 

Fraction éther de pétrole à 50 mg/ml; FEP 2 : Fraction éther de pétrole à 100 mg/ml; FEP 3 : Fraction 

éther de pétrole à 200 mg/mI; FAE 1  : Fraction acétate d'éthyle à 50 mg/ml ; FAE 2 : Fraction acétate 

d'éthyle à 100 mg/ml; FAE3  : Fraction acétate d'éthyle à 200 mg/ml; FDM 1 : Fraction dichiorométhane 

à 50 mg/ml; FDM2 : Fraction dichlorométhane à 100 mg/ml; FDM 3 : Fraction dichiorométhane à 200 

mg/ml. 
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Figure 36: Photos représéntant l'évaluation de l'activité antimicrobienne sur Staphylococcus 

aureus par la méthode des disques. 

(A): L'effet de l'extrait brut (EB) et la fraction d'éther de pétrole (FEP) sur la croissance de S. aureus. 

EB 1 : 50 mg/ml; EB 2 : 100 mg/mi ; EB 3 : 200 mg/ml; FEP 1 : 50 mg/ml; FEP 2 : 100 mg/ml; FEP 3 : 

200 mg/ml. 

(B): L'effet des fractions acétate d'éthyle (FAE) et dichlorométhanique (FDM) (sur la croissance de 

S. aureus. 

FAE1 : Fraction acétate d'éthyle à 50 mg/ml ; FAE: Fraction acétate d'éthyle à 100 mg/ml; FAE 3 : 

Fraction acétate d'éthyle à 200 mg/mi; FDM 1 : Fraction dichiorométhane à 50 mg/mi ; FDM 2 : Fraction 

dichiorométhane à 100 mg/mI; FDM 3  : Fraction dichiorométhane à 200 mg/mi. 
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Compte à notre travail, nous avons remarqué une sorte de variation d'inhibition 

présentée comme suit: 

- EB, FEP, FDM, FAE possèdent des zones d'inhibition comprises entre (7.5 - 10.5 mm), 

(7.25 à 9.75 mm) et (7.25 à 9 mm) pour les concentrations de 200, 100 et 50 mg/ml, 

respectivement. 

Ce pouvoir reste faible comparativement au travail de Hrudayanath et al (2007) sur 

Sargassum sp. Récoltée à l'Inde. Ces auteurs ont montré que 10 pi de l'extrait méthanolique 

à des concentrations 20 et 40 pg/ml a donné un effet inhibiteur de diamètre 8 et 10 mm sur S. 

aureus (MTCC-96). 

Le travail réalisé par Etahiri (2002) sur les extraits de l'algue brune Bfurcaria bfurcata 

récoltée des côtes Atlantiques marocaine a montré qu'il y a un effet inhibiteur vis-à-vis de 

S. aureus (ATCC 6538) avec une zone d'inhibition de 17 mm de diamètre, 

IV.2. Bacillus cereus 

Selon la Figure 37, FAE présente un bon pouvoir antibactérien avec une zone 

d'inhibition de 8.7 mm par rapport à la FDM (7.5 mm) à 50 mg/ml. 

Nous observons que les zones d'inhibition égalent à 7 et 7.25 mm pour les fractions FDM et 

FAE à 100 mg/ml et 7.5 et 8 mm à 200 mg/ml, respectivement. Tandis que, l'EB et les 

fractions FEP, FB et FA n'exercent aucun effet inhibiteur sur B. cereus. 
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Figure 37: Distribution des diamètres des zones d'inhibition en fonction des centrations 

déposées sur les disques testés sur Bacillus cereus ATCC 10876. 
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FAE1  : Fraction acétate d'éthyle à 50 mg/mI ; FAE2: Fraction acétate d'éthyle à 100 mg/ml; FAE3: 

Fraction acétate d'éthyle à 200 mglml; FDMI: Fraction dichiorométhane à 50 mg/mi; FDM2: 

Fraction dichiorométhane à 100 mg/ml; FDM3 : Fraction dichlorométhane à 200 mg/ml. 

La Figure 38 illustre l'effet antimicrobien des fractions dichiorométhanique et acétate 

d'éthyle sur Bacillus cereus. 

Figure 38 : Photos représentant l'évaluation de l'activité antimicrobienne sur Bacillus cereus 

par la méthode des disques. 

(A): FAE 1 : Fraction acétate d'éthyle à 50 mg/ ml; AE 2 : Fraction acétate d'éthyle à 100 mg/ ml; 

FAE3 : Fraction acétate d'éthyle à 200 mg/ ml; FDM 1 : Fraction dichiorométhane à 50 mg/ ml; 

FDM2 : Fraction dichiorométhane à 100 mg/ ml; FDM 3  : Fraction dichiorométhane à 200 mg/ ml. 

Rappelant que l'extrait éthanolldichlorométhane obtenu à partir de l'algue brune 

B. bfurcata récoltée des côtes atlantiques marocaines a montré une activité inhibitrice de 13 

mm de diamètre vis-à-vis de B. cereus (CIP 783) (Etahiri, 2002). 
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IV.3. Candida albicans 

Les résultats obtenus dans la Figure 39, montrent une sensibilité à 200 mg/ml de FAF 

et FDM dont les diamètres d'inhibition étaient de 20.5 et 20 mm. Pour l'extrait brut et les 

autres fractions, les diamètres des zones d'inhibition sont de l'ordre de 15,13.5, 12.75 et 8 mm 

pour FA, EB, FB et FEP respectivement. 

Une sensibilité plus forte à 10 mg/ml vis-à-vis FDM, FAF dont le diamètre d'inhibition 

était de 18 mm pour ces deux fractions, et de 17.5 mm pour FA, et une sensibilité 

intermédiaire envers EB (12.75 mm), FEP (10.75 mm) et FB (10.5 mm). 

A 50 mg/ml, la zone d'inhibition atteint une valeur de 16.75 mm de diamètre pour la 

FAE suivi par la FDM de 16 mm. Pour l'extrait brut et les fractions FB, FA et FEP, les zones 

d'inhibitions sont égales 12, 14,11 et 10.5 mm, respectivement. 

uEB1 fid EB2 M EB3 JFEP1 M FEP2 a FEP3 

J FAE1 u FAE2 u FAE3 u FDM1 u FDM2 0 FDM3 

J FB1 F82 F83 lâ FA1 W FA2 ïd FA3 

II 

I 	J I 
I 

11"ii_LItii 
concentrations mg/ml 

Figure 39 : Distribution des diamètres des zones d'inhibition en fonction des concentrations 

déposées sur les disques testés sur Candida albicans ATTC 26790. 

EB 1: Extrait brut à 50 mg/ml; EB2: Extrait brut à 100 mg/ml; EB3 Extrait brut à 200 mg/ml; 

FEPI : Fraction éther de pétrole à 50 mg/ml; FEP2: Fraction éther de pétrole à 100 mg/ml; FEP3: 

Fraction éther de pétrole à 200 mg/ml; FAE I Fraction acétate d'éthyle à 50 mg/ml ; FAE2 
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Fraction acétate d'éthyle à 100 mg/ml; FAE3 : Fraction acétate d'éthyle à 200 mg/ml; FDMI: Fraction 

dichiorométhane à 50 mg/ml; FDM2: Fraction dichiorométhane à 100 mg/ml; FDM3: Fraction 

dichiorométhane à 200 mg/ml; FBI : Fraction butanolique à 50 mg/ml; FB2: Fraction butanolique à 

100 mg/ml; FB3: Fraction butanolique à 200 mg/ml; FA! : Fraction aqueuse à 50 mg/ml , FA2: 

Fraction aqueuse à 100 mg/ml ; FA3 : Fraction aqueuse à 200 mglml. 

La Figure 40 illustre l'effet antimicrobien des extraits algaux sur Candida albicans. 

Figure 40 : Photos représentant l'évaluation de l'activité antimicrobienne sur Candida 

albicans par la méthode des disques. 

(A): L'effet de l'extrait brut (EB) sur la croissance de Candida albicans. 

EB 1 : 50 mg/ml; EB 2:  100 mg/ml; EB 3 : 200 mg/ml. 

(B): L'effet de la fraction éther de pétrole (FEP) sur la croissance de Candida albicans. 

FEP 1 : 50 mg/ml; FEP2: 100 mg/ml; FEP 3 : 200 mg/ml. 

(C): L'effet de la fraction acétate d'éthyle sur la croissance de Candida albicans. 

FAE 1 : 50 mg/ml; FAE2: 100 mg/ml; FAE3: 200 mg/ml. 

(D): L'effet de la fraction dichlorométhanique sur la croissance de Candida albicans. 

FDM 1  : 50 mg/ml ; FDM2 : 100 mg/ml ; FDM3  : 200 mg/ml. 

(E): L'effet de la fraction butanolique sur la croissance de Candida albicans. 

FB 1 :SO mg/ 1il; FB2 :l00 mg/ tl;FB3 :2O0mg/rnl. 

(F): L'effet de la fraction aqueuse sur la croissance de Candida albicans. 

FA 1 . 50 mg/ml; FA2: 100 mg/ml; FA3 : mg/ml. 
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Après la synthèse de nos résultats, la méthode de diffusion sur gélose utilisée a montré 

que l'EB et les différentes fractions de S. mulicum ont un effet important sur les bactéries 

Gram positive (B. cereus et S. aureus) et la levure C. albicans. Tandis que cette activité est 

absente contre les souches K pneumoniae, E. cou, P. acruginosa et M luteus. 

Cette différence entre nos résultats et ceux d'autres études peuvent être dues 

probablement à plusieurs facteurs à savoir l'espèce algale, les facteurs climatiques, les 

facteurs géologiques, la période du prélèvement, la variabilité intraspécifique dans la 

production de métabolites secondaires parfois liées à des variations saisonnières, la méthode 

d'évaluation de l'activité antimicrobienne et antioxydante, les différences dans les protocoles 

d'extraction utilisés pour récupérer les métabolites actifs ainsi que les différences entre les 

souches pathogène testée. 
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ConclTusion et perspectives 

Les algues sont la source importante de composition phénolique, elles restent encore 

sous exploitées dans le domaine médicale. Dans l'industrie pharmaceutique, sachant que les 

antioxydants sembleraient de manière significative à la prévention des maladies, le 

développement de nouveaux médicaments à base d'antioxydants d'origine naturelle doit être à 

l'ordre de jour. 

La résistance des bactéries aux antibiotiques est un problème important qui concerne 

tout le monde, puisque chacun est susceptible d'être un jour ou l'autre contaminé par une 

bactérie. Au lieu de créer de nouveaux antibiotiques, il serait avantageux de se concentrer sur 

l'utilisation des produits naturels, ce qui diminuerait les coûts de production et les effets 

secondaires reliés à la prise des médicaments. Mais, la répercussion la plus bénéfique serait 

que les gens prennent moins d'antibiotiques, dont certains abusent largement. Les impacts sur 

la société sont donc considérables. 

Dans ce contexte nous nous sommes intéressés à l'étude des activités antioxydante et 

antimicrobienne de différentes fractions de Sargassum muticum récoltée de la côte ouest 

algérienne d'Ain-Temouchent. 

Dans la première partie, la quantification par des méthodes spectrophotométrique nous a 

permit de déterminer les teneurs en phénols totaux par le réactif du Folin-Ciocalteu, en 

flavonoïdes par le trichlorure d'aluminium et les tanins condensés par le test de la vanilline. 

Les résultats obtenus nous ont révélé que les six fractions de l'algue obtenues par des solvants 

de polarité différente contiennent des teneurs faibles en tanins condensés (0.009 à 2.636 mg 

ECI g MS), en polyphénols (0.027 à 0.662 mg EAG/ g MS) et en flavonoïde (0.021 à 0.34 mg 

EC/gMS. 

Dans la deuxième partie, nous nous sommes intéressés à quantifier la capacité 

antioxydante totale (CAT) de ces fractions algales. Le résultat nous a montré que l'extrait brut 

possède la valeur élevée de 1.583 ± 0,042 mg EAA/ g MS. Pour les fractions éthérique, 

acétate d'éthyle, dichiorométhanique, butanolique et aqueuse, cette capacité est presque 

similaire et intéressante. 

En troisième partie, le pouvoir antimicrobien des extraits de S. inuticum sur six espèces 

bactériennes potentiellement pathogènes est nul malgré l'utilisation de forte concentration de 
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l'ordre de milligramme sur les souches Escherichia cou, Kiebsiella pneumoniae, 

Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus luteus. Pour Staphylococcus aureus et Bacillus 

cereus, ces deux souches sont sensibles à l'effet des extraits algaux et des antibiotiques. 

S. muticum présente un effet remarquable contre la levure Candida albicans où la 

fraction acétate d'éthyle est donnée un grand effet inhibiteur de 20.5 mm à 200 mg/ml. 

Il serait important de faire un screening plus complet des principaux groupes chimiques 

potentiellement actifs, ce qui pourrait faire après des études complémentaires en renforçant 

l'antibiothérapie en pathologie médicale. De même l'étude des activités biologiques d'autres 

espèces algales d'Algérie représente un sujet d'intérêt thérapeutique. 

Le projet démontre que certains produits naturels pourraient éventuellement remplacer 

des antibiotiques devenus moins efficaces. II ne reste aux chercheurs qu'à se tourner vers la 

nature, qui pourrait leur montrer ses nombreux talents cachés et sous-estimés. 
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Annexe 1: Milieux de culture et réactifs 

Mueller Hinton Agar (MH): 

Milieu de base (MH) 	........................................... 38g 

Eau distillée 	................................................... 1000m! 

PH.......................................................................... 7,4 

Sabouraud 
Peptone de gélatine ...............................................10g 

Glucose................................................................. 20g 

Agar...................................................................... 17g 

Eau distillée .................................................... 1000m! 

pH......................................................................... 5,6 

Bouillon Sabouraud 

Peptone de gélatine ..............................................10g 

Glucose.................................................................20g 

Eau distillée .................................................... 1000m! 

Agar...................................................................... 	17g 

PH.........................................................................5,6 

Gélose Sabouraud 

*Composition 

Bacto Néopeptone 10 g 

Bacto Dextrose 20 g 

Bacto Agar 20 g 

Eau distillée 1000 ml 

*Préparation 

Nous avons dissous 21 g de poudre de Sabouraud Agar dans 500 ml d'eau distillée. 

Gélose nutritive 

Extrait de viande ......................................1g 

Extrait de levure.......................................2g 

Peptone.....................................................5g 

Chlorure de sodium..................................5g 

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

pH7 

Autoclavage: 1 20°C/20 minutes 



BHIIB 

Brain infusion solids 	 . 12,5g 

Beefheart infusion solids ........................................... 5,Og 

Protease peptone ........................................................ 10,0 

Glucose....................................................................... 2,Og 

Sodiumchloride ......................................................... 5,Og 

Disodium phosphate................................................... 2,5g 

PH 7.4 ± 0.2 / 25°C 

Solution de NaOH O,1N: 

Eaudistillé 	......................................................... 11 

NaOH............................................................... 40g 

solution de HCL in 

Eau distillé ......................................................100m! 

HCL................................................................ 4m1 

Colorants 

• Violet de gentiane au cristal 

Violet de gentiane ....................................10g (ou 5g) 

Phénol...................................................................20g 

Ethanol à 0.95 ............................................... 100 cm  

Eau distillée.......................................................1 dm 

Les 3 premiers composants sont dans un premier temps dissous ensemble d'eau est ajoutée 

ensuite. 

• Lugol 

Iode........................................................................5g 

10 dure de potassium ..........................................10g 

Eau distillée qsp ..................................................... 1 g 

Flacon brun 

• Fuchsine de Ziehi 

Fuchsine bosique .................................................. 10g 

Phénol...................................................................50g 

Ethanolà 0.5 .................................................... 10cm 3  

Eau distillée ....................................................... 1dm3 



Annexe 2: Résultats de l'antibiogramme exprimés en diamètres des zones d'inhibition (mm). 

13atés 

ATB 

B.cereus E. coli K pneumoniae M. lureus P.aeruginosa S. aureus 

AMP O O O 0 0 18 

B O O O O O O 
CTX 0 31 40 40 18 30 
L 27 0 0 0 0 40 - 
P O O O O 0 50 
TE 21 31 29 29 13 33 
VAN 21 0 9 9 0 24 

AMP: Ampiciline; B: Bacitracine; CTX: Cefotaxime; L: Lincomycine; P: Penicilline; 

TE: Tetracycline ;VAN: Vancomycine. 



Annexe 3: Résultats de l'activité antimicrobienne des extraits algaux exprimés en diamètres 

des zones d'inhibition en mm. 

Diamètres des zones d'inhibition (mm) 

Extraits [C] B. cereus K. pneumoniae E. coli S. aureus P. aeruginosa M. luteus C. albicans 

50 - - - 7.75±0.353 - - 12±2.12 

EB 100 - - - 9.5 ±0.707 - - 12.75+1.06 

200 - - - 9 - - 13.75±1.76 

50 - - - 8 - - 10.5± 1.41 

FEP 100 - - - 7.25±0.353 - - 10.75±1.76 

200 - - - 7.5± 0.707 - - 8 ± 0.70 

50 8.7+0.70 - - 9 - - 16.75±1.76 

FAE 100 7.25+0.353 - - 9.75±0.353 - - 18 ±2.12 

200 8 - - 10.5±0.707 - - 20.5 

50 7 - - 7 - 16 

FDM 100 7 - - 7 - - 18 

200 7 .5±0.707 - - 8 - - 20 

50 - - - - - - 14±2.12 

FB 100 - - - - - - 11.5 

200 - - - - - - 12.75±0.35 

50 - - - 
FA  

- - - 11±0.353 

100 - - - - - - 17.5±4.24 

200 - - - - - 15±0353 

(-) : absence d'activité 

EB: extrait brut; FEP: Fraction éthérique; FAE: Fraction acétate d'éthyle; FDM: 
Fraction dichiorométhanique ; FB : Fraction butanolique ; FA: Fraction aqueuse. 



Annexe 4 : Moyenne des densités optiques du dosage de la teneur en phénols totaux. 

Extraits DOl DO 2 DO 3 

Extrait brut 0.3188 0.3276 0.3284 

Fraction éther de pétrole 0.1749 0.1818 0.1820 

Fraction acétate d'éthyle 0.3150 0.3319 0.3360 

Fraction dichlorométhane 0.1058 0.1067 

Fraction butanolique 0.1135 0.1184 0.1164 

Fraction aqueuse 0.2032 0.1970 0.2087 

Annexe 5: Moyenne des densités optiques du dosage de la teneur en flavonoïdes. 

Extraits DOl D02 D03 

Extrait brut 0.6045 0.5858 0.5903 

Fraction éther de pétrole 0.2997 0.2874 0.3034 

Fraction acétate d'éthyle 0.5855 0.5864 0.5782 

Fraction dichlorométhane 0.1786 0.1801 

Fraction butanolique 0.1854 0.1896 

Fraction aqueuse 0.1552 0.1407 0.1434 



Annexe 6: Moyenne des densités optiques du dosage de la teneur en tanins condensés. 

Extraits DO, D02 D03 

Extrait brut 0.2719 0.2231 0.2701 

Fraction éther de pétrole 0.1497 0.1551 0.1596 

Fraction acétate d'éthyle 0.4933 0.4971 0.5 172 

Fraction dichiorométhane 0.1014 0.1007 0.1009 

Fraction butanolique 0.1205 0.1156 0.1129 

Fraction aqueuse 0.0364 0.0365 0.0377 

Annexe 7: Capacités antioxydantes totales (CAT) trouvées pour les extraits algaux, 

exprimées en densité optique. 

Extraits DO, D02 D03 

Extrait brut 0.5979 0.6234 0.6286 

Fraction éther de pétrole 0.4491 0.4470 0.4477 

Fraction acétate d'éthyle 0.8394 0.8357 0.8399 

Fraction dichiorométhane 0.2494 0.2427 0.2448 

Fraction butanolique 0.5167 0.5133 0.5126 

Fraction aqueuse 0.1384 0.1322 0.1298 
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Résumé 

Notre travail vise à évaluer les activités antioxydante et antimicrobienne de l'extrait brut et ses fractions de l'espèce algale 

Sargassum muticum de la famille des Sargassassées, récoltée de la plage de Madrid à l'ouest de la wilaya de Ain-Temouchent. 

Cette étude concerne l'extraction de l'extrait brut et les fractions éther de pétrole, acétate d'éthyle, dichlorométhane, n-butanol et 

aqueuse ainsi que la quantification des phénols totaux, des flavonoïdes et des tanins condensés par le réactif du Folin-Ciocalteu, par le 

trichlorure d'aluminium et par le test de vanilline respectivement. Les résultats obtenus ont montré que le rendement en extrait brut de 3.101 

% est supérieur par rapport aux autres fractions. La gamme de teneur en polyphénols varie entre 0.104 ± 0.003 et 0.662 ± 0.011 mg EAG/g 

MS. Les teneures en flavonoïdes et tanins condensés exprimées en équivalent de catéchine sont de l'ordre de 0.021 à 0.34 mglg et 0.009 à 

2.636 mg/g, respectivement. 

La quantification de la capacité antioxydante totale (CAT) a montré la présence des degrés différents dont l'extrait brut possède la 

valeur élevée estimée de 1.583 ± 0.042 mg EAA/ g MS. Le pouvoir antimicrobien des extraits algaux est testé contre trois bactéries Gram 

négatif (Escherichia cou, Kiebseilla pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa), trois bactéries Gram positif (Slaphylococcus et Micrococus 

luleus et Badillu.s cereus) et une levure (Candida albicans) en utilisant la méthode de diffusion sur disques. Le résultat a montré que l'acétate 

d'éthyle possède un fort pouvoir antifongique contre C. albicans avec une de zone d'inhibition de 20.5 mm. Pour les Gram positif, l'extrait 

brut et les fractions acétate d'éthyle, éther de pétrole et dichlorométhane ont un effet inhibiteur sur S. aureus, alors, pour B. cereus, sauf les 

fractions acétate d'éthyle et dichlorométhane qui ont un pouvoir inhibiteur dont les zones d'inhibition dépasse 7 mm. 

Mots clés : Algue brune, Sargassum muticum, Dosage, Pouvoir antimicrobicn, Pouvoir antioxydant. 

Summary 

Our work aims to assess the antioxidant and antimicrobial activities of crude extract and itt fractions of algal species Sargassum 

mut icum in the Sargassaceae family, harvested from the beach of Madrid in the wilaya of Ain Temouchent. 

This study relates to the extraction of the crude extract and the fractions of petroleum ether, ethyl acetate, dichloromethane, n-

butanol and aqueous and quantification of total phenolics, flavonoids, and condensed tannins by the Folin- Ciocalteu reagent, by aluminum 

trichioride and the vanillin test, respectively. The results obtained showed that the yield of crude extract 0f 3.101% is higher compared to the 

cher fractions. The range of polyphenotic content varies between 0.104 ± 0.003 and 0.662 ± 0.011 mg GAE / g DM. The amounts of 

flavonoids and condensed tannins expressed as catechin equivalents are in the range of 0.021 to 0.34 mg CE/ g and 0.009 to 2.636 mg CE/g, 

respectively. The quantification of the total antioxidant capacity (TAC) showed the presence of different degrees that the crude extract bas 

estimated high value of 1.583:1: 0.042 mg AAE / g DM.The antimicrobial capacity of algal extracts was tested against three Gram negative 

bacteria (Escherichia cou, Pseudomonas aeruginosa, Kiebseilla pneumoniae), three Gram positive bacteria (Staphylococcus aureus, 

Micrococus luseus, Bacillus cereus) and a yeast (Candida albicans) using the method disk diffusion. The result showed that the ethyl acetate 

bas a strong antiflingal potcncy against C. albicans with a zone of inhibition of 20.5 mm. For Gram positive, the crude extraet and ethyl 

acetate, petroleum ether and dichloromethane fractions have an inhibiting effect on S. aureus, whereas, for B. cereus, exeept fractions of 

dichioromethane and ethyl acetate, which have an inhibitor power whose inhibition zones exceeds 7 mm. 
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