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Résumé

L’objectif principal de ce travail porte sur le développement d’une méthode
analytique quantitative, pour la détermination des acides phénoliques extractibles dans les
extraits des comprimés préparés a base de la microalgue bleue-verte Spirulina platensis et
de I’algue brut cultivée dans la région de Tamanrasset au sud algérien, par spectrométrie
infrarouge & transformée de Fourier (IRTF) en employant 1’extraction par une procédure

classique.

Dans ce travail, I’acide salicylique a été considéré comme €talon et la teneur des
acides phénoliques extractibles dans les extraits a été évaluée comme étant le taux

d’équivalent d’acide salicylique.

Pour cela, les valeurs d’absorbance en considérant 1’aire des pics balayant la zone de 1800-

1460 cm™ ont été employées.

Le taux déterminé par calibration externe est de 6% pour I’extrait des comprimés a

base de la microalgue et de 4.7% pour I’extrait de I’algue méme.

Mots clés : Algue bleue-verte, Spirulina platensis, Acides phénoliques, Spectrométrie
IRTF, Acide salicylique.



Abstract

The main objective of this work, is the development of a quantitative analytical
method, for the determination of extractable phenolic acids in extracts prepared from the
blue-green microalga “Spirulina platensis” tablets and crude alga grown in the region of
Tamanrasset in Algerian south, by infrared Fourier transform spectroscopy (FTIR) using a

conventional extraction procedure.

In this work, salicylic acid has been considered as the standard and content of
extractable phenolic acids in the extracts was measured as the rate of salicylic acid

equivalent.

For this, the absorbance values considering the peak area sweeping the area
1800-1460 cm-1 were used.

The rate determined by external calibration was 6% for the extract of the tablets

made from the microalga “Spirulina platensis” and 4.7% for the extract of the alga itself.

Keywords: blue-green alga, Spirulina platensis, phenolic acids, FTIR spectrometry,

salicylic acid.
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Objectif du travail

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples mis au profit
de ’industrie : en alimentation, en cosmétologie et en dermopharmacie. Parmi ces composés
on retrouve dans une grande mesure les métabolites secondaires qui se sont surtout illustrés en
thérapeutique. La Pharmacie utilise encore une forte proportion de médicaments d’origine
végétale et la recherche trouve chez les plantes des molécules actives nouvelles, ou des

matiéres premiéres pour la semi-synthése.

On a longtemps employé des remedes traditionnels & base de plantes sans savoir & quoi
étaient dues leurs actions bénéfiques. L’isolement de principes actifs datant du XIX éme
siecle, en améliorant la connaissance des structures, a fait progressivement se séparer
et parfois s’opposer une phytothérapie traditionnelle souvent empirique avec une
thérapeutique officielle incluant les principes chimiques et végétaux dont la pharmacologie
était mieux connue. Cette thérapeutique officielle accepte parfois avec une certaine méfiance
I’emploi de végétaux ou d’extraits complexes de végétaux dont I’action est confirmée par

I’usage sans étre attribuée de fagon certaine a une molécule type !,

Les algues occupent une place importante dans le milieu marin avec plus de 1200
especes appartenant a tous les niveaux évolutifs, capables de produire des substances dont
’action constitue dans certains cas, un élément de protection contre les prédateurs naturels.
Les algues marines constituent un énorme réservoir de molécules naturelles potentiellement
actives. Des études ont permis d’isoler et d’identifier un trés grand nombre de molécules
nouvelles de grande originalité structurale et dont beaucoup d’entre elles ont une activité

biologique intéressante.

L'origine végétale des principes actifs isolés a partir des algues constitue par ailleurs,
un avantage réel et important a une époque ou les ingrédients d'origine animale ne sont plus

réellement d'actualité 2,

Parmi les ressources alimentaires non conventionnelles a été adoptée une algue bleue
qui offre jusqu’a 70 % de protéines, de sels minéraux, des oligo-aliments et de nombreuses

vitamines. Cette algue : c’est la Spiruline.



La spiruline grice a ses qualités nutritionnelles exceptionnelles nous est proposée dans
l’alimentation humaine notamment comme complément protéique d’une alimentation
suffisamment énergétique par ailleurs Bl Qutre des propriétés nutritionnelles avérées, la
spiruline connait aujourdhui un regain d'intérét de la part de la communauté scientifique
internationale du fait de sa possible utilisation comme source de produits a vertus

thérapeutiques (4], Elle présente une source prometteuse de phénols [5)

Les métabolites secondaires peuvent &tre quantifiés par diverses techniques
et méthodes analytiques. Notre étude s’inscrit dans ce cadre de recherche qui vient contribuer
au développement des applications analytiques quantitatives de la spectrométrie infrarouge a
transformée de Fourier (IRTF) et offre un outil complémentaire disponible facile & manipuler

et rapide aux utilisateurs travaillant dans différentes disciplines.
Le contenu de ce mémoire est subdivisé en trois chapitres :

- Le premier chapitre présente une introduction générale sur tout le travail

- Le deuxiéme chapitre comporte la synthése bibliographique importante qui regroupe tous les
travaux antérieurs réalisés sur les procédés d’extraction et les méthodes de dosage des phénols
dans la matiére végétale en générale, et les travaux réalisés sur la microalgue bleue-verte

Spiruline en particulier.

- Le troisiéme chapitre décrit la partie expérimentale qui a pour objet 1’étude d’une nouvelle
méthode de dosage des composés phénoliques dans les comprimés & base de l'algue
bleue-verte Spirulina platensis ou dans 1’algue méme, produite dans la région du sud Algérien
de Tamanrasset, par spectrométrie infrarouge & transformée de Fourier (IRTF), en utilisant la

méthode de calibration externe et en considérant I’acide salicylique comme étalon.

Dans ce travail, ’extrait riche en composés phénoliques a été obtenu par la macération
classique du matériel végétal dans un mélange de solvant. Des expériences préliminaires
faisant appel a une extraction assistée par micro-ondes suivie d’une préconcentration sur un

support solide ont été testées.
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I. Généralités sur les algues

Les algues regroupent un ensemble d’organisme tres variant. Toutes possédent de la
chlorophylle et, en ce sens ce sont des végétaux 81 Ce sont des organismes chlorophylliens se
développant dans 1’eau ou dans les milieux humides 1. Leur appareil végétatif est constitué

d’un thalle dépourvu de racines, tiges et feuilles (figurel.) contrairement aux plantes ],

ALGUE PLANTE

Figure 1. Comparaison anatomique d’une algue et d’une plante

I.1. Classification des algues

I.1.1. Algues eucaryotes

Les algues eucaryotes regroupent toutes les algues ot la photosynthése se produit dans

des structures entourées d’une membrane, les chloroplastes.

Elles se distinguent essentiellement par les différences de structure de leurs chloroplastes et

par la nature de leurs chlorophylles. Trois grands groupes peuvent étre distingués:

» Les algues vertes (Chlorophycées) ;

> Les algues rouges (Rhodophycées) ;

» Les algues brunes (Phéophycées) eI,
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Figure 2. Classification des algues

I.1.2. Algues procaryotes

Traditionnellement, on classait les Cyanobactéries parmi les algues, référencées
comme cyanophytes ou algues bleu-vert. Elles auraient joué un grand r6le dans la production
de l'oxygene de l'atmosphére. Leurs cellules ont une structure procaryote typique des

bactéries. La photosynthése se produit directement dans le cytoplasme .

1.2. Les algues bleues vertes

Comptant parmi les premiers organismes vivants microscopiques apparus sur terre, les
algues bleues-vertes ressemblent beaucoup aux bactéries, sauf qu'elles ont des propriétés
photosynthétiques comme les végétaux. Les algues bleue - verte sont de vrais procaryotes et
sont en fait les organismes les plus concentrés sur la planéte en pigments de chlorophylle. Le
taux de chlorophylle de I'Aphanizomenon, par exemple, est trois fois plus élevé que celui de

la luzerne, source commune de chlorophylle dans notre alimentation 1%,



I.2.1. Cyanobactérie

Apparues il y a environ 3,8 milliards d'années durant le précambrien, les
cyanobactéries sont, avec les bactéries, les étres vivants les plus anciens connus sur Terre.
Il en existe au moins 2000 espéces réparties dans plus de 150 genres. Elles représentent une
sous-classe bactérienne majeure tant par leur diversité morphologique et physiologique que
par le role qu'elles ont joué en créant I'atmosphére aérobie nécessaire au développement de la
vie. Encore de nos jours, les cyanobactéries jouent un réle dans l'équilibre des proportions
entre le gaz carbonique et l'oxygéne. Les genres principaux reconnus pour produire des

toxines sont Anabaena, Aphazinomenon, Cylindrospermopsis, Microcystis, Nodularia 4

I1. Généralités sur les composés phénoliques

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leur capacité & produire des
substances naturelles trés diversifiées, & coté des métabolites primaires classiques (glucides,
protides, lipides, acides nucléiques), ils accumulent fréquemment des métabolites dits
« secondaires » dont la fonction physiologique n’est pas toujours évidente mais qui
représentent une source importante de molécules utilisables par I’homme dans des domaines
aussi différents que la pharmacologie ou I’agroalimentaire (M Des analyses quantitatives
portées sur les métabolites dans une série d’algues marines ont été menues par notre équipe de

recherche (1213,

I1.1. Composés phénoliques

Les phénols sont des métabolites secondaires qui constituent I’un des groupes le plus
nombreux et largement distribué des substances dans le royaume des végétaux avec plus de
8000 structures phénoliques présents dans tous les organes de la plante. Ils résultent bio
génétiquement de deux voies synthétiques principales : la voie shikimate et acétate. L'élément
structural de base est un noyau benzoique auquel sont directement liés un ou plusieurs
groupes hydroxyles, libres ou engagés dans une autre fonction chimique (éther, méthylique,

ester, sucre...) ', La figure 3 représente les principales classes des phénols.
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I1.1.1. Généralités sur les acides phénoliques

Les acides phénolique se répartis en deux clases les acides benzoiques et les acides
cinnamiques. Ils présentent des propriétés biologiques intéressantes : anti-inflammatoires,
antiseptiques urinaire, anti-radicalaires, cholagogues, hépato-protecteurs, cholérétiques,

immunostimulants ',

I1.1.1.a. Acides benzoiques

Les acides benzoiques ont une formule de base de type Cs-C; donc ils sont formés d'un
squelette a4 sept atomes de carbones. Ils sont principalement représentés par les acides
p-hydroxybenzoiques, protocatéchiques, vanilliques, galliques, syringiques, salicyliques et
gentisiques. Ces acides sont particuliérement bien représentés chez les gymnospermes et les

angiospermes d’o ils sont souvent libérés aprés hydrolyse alcaline du matériel végétal (i,

COOH COOH COOH

jf o OH

_ OH
HO OH OMe

OH OH

OH

Acide P- hydroxybenzoique  Acide gallique Acide vanillique Acide salicylique

Figure 4. Structure de quelques dérivés de I’acide hydroxybenzoique.
Les acides hydroxybenzoiques les plus abondants sont répertoriés dans le tableau 1

Tableau 1. Principaux acides hydroxybenzoiques

_ Structure Rl Rz R3 R4 Acidesphénolique
H H H H Ac benzoique
R R -
3 : H H OH H Ac p-hydroxy
benzoique
H OH OH H Ac protocatéchique
Rs COOH o
H OCH3 OH H Ac vanillique
H OH OH OH Ac gallique
Ry H OCH3 OH OCH3 Ac syringique
OH H H H Ac salicylique
o L pogentisigne




II.1.1.b. Acides cinnamiques

Ces acides représentent une classe trés importante dont elles possédent une structure

de base du type Cs-Cs. Les composés les plus fréquents sont I'acide p-coumarique, l'acide

caféique, I'acide férulique et sont dérivé 5-hydroxylé et enfin l'acide sinapique [,

T T
HO /
OH J

OH \

Acide caféique Acide férulique

COOCH

Acide cinnamique

Figure S. Structure de quelques dérivés de I’acide hydroxycinnamique.

Les acides hydroxycinnamiques les plus abondants sont répertoriés dans le tableau 2

Tableau 2. Principaux acides hydroxycinnamiques

Structure R1 R2

Ry S\ -CooH H H
H OH
OH OH
- OCH3 OH
B OCH3 OH

Acides phénolique

Ac cinnamique

Ac p coumarique
Ac caféique

Ac férulique

Ac sinapique




III. Généralités sur les méthodes d’extraction utilisées

Nous présentons dans cette partie un flash sur le principe théorique de quelques
méthodes d’extraction utilisées lors de la réalisation de la partie expérimentale de ce travail.

III.1. Chromatographie sur couches minces (CCM)
Les récents développement de la chromatographie sur couches minces CCM, lui ont
permis de passer du statut semi-quantitative a celui de méthode quantitative, susceptible de

donner des résultats fiables.

ITI.1.1. Principe de la CCM

La CCM n’a pas changé quant & son principe, mais la différence essentielle entre cette
forme et les autres formes de chromatographie se situe sur le plan pratique, plutdt sur celui de
phénomeénes physiques (adsorbant, partage, ...). Elle nécessite une phase stationnaire qui est
constituée d’une fine couche d’adsorbant (gel de silice, poudre de cellulose ou alumine)
recouvrant un matériau support inerte et rigide tel qu’une plaque de verre, une feuille
d’aluminium ou de plastique et d’un solvant ou un mélange de solvants (la phase mobile ou
éluant) et tout a fait le mélange a séparer. La séparation se déroule par conséquent sur une

surface plane et essentiellement en deux dimensions ™*/,

Couvercle

s
2l
.

. Plague en

©oocours O

- développament

Solvam

Figure 6. Principe de la CCM

IIL.1.2. Technique de la CCM
Les étapes principales d’une séparation sur couches minces sont les suivantes :
1- Préparation des plaques ;
2- Dépdt de I’échantillon ;
3- Développement des plaques ;

4- Révélation des taches.
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Pour identifier les solutés, I’évaluation s’exprime par le rapport frontal R¢ ou encore par sa

valeur multipliée par 100, notée h R¢(figure 7). La valeur de Reest définie par la relation :

Distance parcourue par le composé depuis l'origine

Re =
f ™ Distance parcourue par le front de solvant depuis l'origine

Frent de ‘ i
fa phase
mnkiin

_X L4
ey L .

Origine .

Figure 7. Mesure de R¢sur une plaque CCM

IIL.2. Extraction en phase solide (EPS)

II1.2.1. Principe de ’EPS

L’extraction en phase solide (EPS) est une technique relativement nouvelle, trés
simple dans leur principe et dans leur emploi ¥, C’est un procédé d'extraction qui utilise une
phase solide et une phase liquide pour isoler un analyte a partir d'un mélange solution. On
l'utilise habituellement pour quantifier la quantité d'analyte (s) dans I'échantillon par des

techniques analytiques, par exemple : CLHP, CPG, RMN et IRTF !9,

IT1.2.2. Procédure générale de I’EPS

La procédure générale consiste & charger une solution sur une phase d’adsorbant, laver
les composants indésirables, puis rincez les analytes désirés avec un autre solvant dans un
tube de collecte. Les phases stationnaires utilisées sont de méme type que celles utilisées dans
les colonnes de chromatographie liquide. La phase stationnaire de type gel de silice ou autre
est contenue dans une colonne en verre ou en matiére plastique.

Les procédures d'extraction en phase solide sont utilisées non seulement pour extraire

des traces de composés organiques & partir d'échantillons, mais aussi pour éliminer les

-11-



composantes d'interférences des matrices complexes de maniére & obtenir un extrait contenant

les analytes d'intéréts ['7.

L’extraction se déroule généralement en quatre étapes :
1- Le conditionnement ;
2- Le chargement de 1’échantillon ;
3
4

Le(s) lavage(s) de la cartouche ;

L’¢élution (figure 8).

| Conditionnement Chargement

Lavage Elution

Analyte » Composés interférants

Figure 8. Les quatre principales étapes de I’EPS
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IIL.3. Extraction assistée par micro-ondes

L’extraction assistée par micro-ondes (EAM) est un processus d'utilisation de 1'énergie
des micro-ondes pour chauffer des solvants en contact avec un échantillon afin de partager
l'analyte & partir de la matrice de I'échantillon dans le solvant.

La capacité de chauffer rapidement le mélange de solvant de 1'échantillon est inhérent a la

EAM et le principal avantage de cette technique.

Une procédure typique d'extraction prend de petits volumes de solvant d’environ 10
fois plus petits que les volumes utilisés par des techniques d'extraction classiques. Dans la
plupart des cas, la récupération des analytes et la reproductibilité sont améliorées par rapport

aux techniques conventionnelles, comme indiqué dans plusieurs applications "®.

III.4. Spectrométrie Infrarouge a Transformée de Fourier (IRTF)

Le rayonnement infrarouge (IR) fut découvert en 1800 par Frédéric Wilhelm Hershel.
Ces radiations localisées au-dela des longueurs d’onde dans le rouge, sont situées entre la
région du spectre visible (400 & 900 nm). Le domaine infrarouge s’étend de 0,7 pm a 50 pm.
A cause de sa grande extension et de la différence en application et instrumentation la région
de l’infrarouge est divisée en 3 catégories, le proche infrarouge(NIR) s’étend de 14000 a
4000 cm™, le moyen infrarouge (MIR) s’étend de 4000 jusqu’a 200 cmet le lointain
infrarouge (FIR) s’étend de 200 & 10 cm’ 1),

IIL.4.1. Principe de la spectrométrie IRTF

La spectrométrie d’absorption infrarouge est utilisée pour I’observation de spectre de
vibration ou de rotation du matériau analysé. Elle permet via la détection des vibrations
caractéristiques des liaisons chimiques, d'effectuer I'analyse des fonctions chimiques présentes
dans le matériau "?), Le spectrométre & transformée de Fourier correspond & un montage a
simple faisceau, le monochromateur étant remplacé par un interféromeétre de type Michelson

placé entre la source et I’échantillon comme 1’illustre la figure 9.
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Figure 9. Schéma d'un spectrométre infrarouge a transformée de Fourier

Le grand développement de la technique IRTF est dii & son emploi tant pour I’identification
qualitative que pour ’analyse quantitative et pour I’étude complémentaire des structures. La
spectroscopie infrarouge est devenue I’'une des méthodes d’analyse chimique utilisée dans le

plus grand nombre de disciplines scientifiques.

I11.4.2. Analyse qualitative
L'analyse qualitative de l'infrarouge est la méthode la plus universelle. L’analyse se

fait par comparaison avec des spectres de référence.

II1.4.3. analyse quantitative

L’analyse quantitative est basée sur 1’utilisation de la loi de Beer-Lamber qui établit
une relation entre les mesures d’absorbance et la concentration des espéces a déterminer. Les
spectrométres IRTF ont comme avantages une meilleure sensibilité, une résolution et une
vitesse d’acquisition des données particulierement élevées et un spectre complet peut étre
relevé en quelques secondes 2,
La spectrométrie infrarouge a été considérée comme outil fondamental d’analyse quantitative

dans plusieurs travaux scientifiques de notre équipe de recherche 2%,
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I. Travaux antérieurs réalisés sur les procédés d’extraction et les méthodes de dosage

des phénols dans la matiére végétale

Ce chapitre porte sur la synthése des travaux de recherches antérieurs, en s’intéressant
d’un coté aux différents procédés d’extraction des composés phénoliques a partir de végétaux

supérieurs ou inférieurs et d’autre coté aux méthodes d’analyse de cette classe de produits.

L.1. Procédés d’extraction des composés phénoliques a partir de matiére végétale

L’extraction de principes actifs & haute valeur & partir de la matiére végétale,
notamment le cas des polyphénols végétaux, suscitent actuellement beaucoup d’intérét en
raison de leur pouvoir antioxydant et antiradicalaire élevé ).

Cependant, les procédés d'extraction des composés phénoliques présent un facteur majeur
dans la variabilit¢ des propriétés antioxydantes d'extraits. En effet, la température, la
puissance de solvant d'extraction, le temps d'extraction et la méthode adoptée pour la
préparation des échantillons et pour l'extraction influe de maniére significative sur la
composition de l'extrait.

Le développement de techniques modernes telles que I'extraction assistée par micro-ondes ou
ultrasons est destiné & surmonter ces difficultés en augmentant ’efficacité d'extraction, la

sélectivité et la cinétique .

I.1.1. Influence du solvant d’extraction sur la teneur de composés phénoliques

Afin d’optimiser les conditions d’extraction et d’obtenir des meilleurs teneurs en
phénols et activité antioxydante, des études basées sur le choix d’un solvant approprié ont été

réalisées.

I.1.1.a. Procédés d’extraction classique

v' D’aprés Clémentine et coll., [23]

L’extraction de composés phénoliques a été effectuée dans le but de valoriser le résidu
de la production de pate d’arachide des pellicules.
Les effets des solvants (éthanol, eau, 50% éthanol), du rapport solide/liquide, de la

granulométrie de la phase solide et de la durée d’extraction ont été étudiés.
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Les essais d’extraction de composés phénoliques ont été réalisés en mode batch
(échelle laboratoire) aprés avoir fait subir & la matiére premiére une répartition
granulométrique plus homogeéne (figure10).

Des essais d’extraction ont été effectués avec différentes solutions aqueuses d’éthanol
(de 0 a 95%). Le choix du solvant a été¢ conditionné par le caractére polaire des composés

phénoliques identifiés dans les pellicules d’arachide.

L Une masse de matiére végétale introduite dans des fioles de 200mL |
i

Ajout de volumes de solvant d'extraction (mélange éthanol-eau distillée)

Macération & température ambiante 20°C
pendant 1h a 18h

SRRy

Séparation solide-liquide par filtration sur
Biichner sans vide

Figure 10. Procédé d’extraction des composés phénoliques en considérant différentes

proportions éthanol — eau ),

I1 a été constaté la tendance d’extraire plus de composés phénoliques avec le mélange
éthanol-eau qu’avec les solvants purs (eau et éthanol), le rendement maximum de
143.5 £2.1 mg EAG/g MS a été obtenu a 50% d’éthanol.

II est a noter que I’éthanol pur est le meilleur solvant que 1’eau, 1’éthanol solubilise
correctement des composés phénoliques moyennement polaires et peut entrainer aussi des
substances lipophiles résiduelles.

L’addition de ’eau au systéme d’extraction fait améliorer le rendement en composés
phénoliques glycosylés et des phénols avec un degré de polymérisation plus élevé, d’une autre
part, ’augmentation de I’eau fait extraire en quantité importante les composés non
phénoliques comme les glucides et les protéines qui conduit & la formation des complexes

colloidales. II a été noté aussi que, les composés phénoliques peuvent étre isolés facilement
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par macération agitée, sans broyage complémentaire de la matiére végétale, pour des temps de
contact inférieurs a 1h et & température ambiante.

v' D’aprés Milan S. Stankovié et coll.,

L’extraction de composés phénoliques a été effectuée dans le but de déterminer la
teneur en phénols totaux dans différents extraits de l'espéce Marrubium peregrinum.
Le matériel végétal collecté a été séché a l'air dans l'obscurité & température ambiante (20°C),
les plantes séchées ont été découpées et stockées dans des récipients sombres bien sérrés
jusqu'a utilisation. Les extraits de plantes ont été préparés selon le protocole montré ci-
dessous (figure 11). La matiére végétale est mise dans cinq (05) flacons sombres, et chacun
contient un solvant de polarité différente (eau, méthanol, acétate d’éthyle, acétone et I’éther

de pétrole.

10g de plante séche + 200mL de solvant

e

Stockage a température ambiante pendant 24h ;

Filtration a travers papier whatman i
g

Réextraction du résidu (répétition du processus apres 48h)

Evaporation rotative & sec a4 40°C des surnageants

Conservation de I'extrait au réfrigérateur a 4°C

Figure 11. Procédé d’extraction de composés phénoliques par des solvants de polarités

différentes ),

Le rendement le plus élevé du résidu solide a été obtenu en utilisant de I'eau ou du méthanol

comme solvants d'extraction comme I’illustre le tableau 3.

-18 -



Tableau 3. Le rendement d'extraction des résidus solides et de I'évaporation & partir de 10g de

plantes séchées.

e s Rendement(g) p—
Méthanol | 1.98 = 0.082
Eau 1.54 +0.094
Acétate d’éthyle 0.49 + 0.021
Acétone 0.32 £ 0.047
Ether de pétrole 0.15+£0.014

'Chaque valeur est la moyenne de trois (03) mesures + déviation standard.

Il a été vérifié que la plus forte concentration des composés phénoliques dans les
extraits a été obtenue en utilisant des solvants de polarité €levée, l'extrait méthanoique
manifeste un plus grand pouvoir de l'extraction des composés phénoliques & partir de

Marrubium peregrinum.

v D’aprés Aroa Lopez et coll., [26]

L’objectif de cette étude était d'étudier l'effet de plusieurs solvants d'extraction sur les
composés phénoliques totaux des extraits bruts provenant de Stypocaulon scoparium.

L’algue a été rincée soigneusement & l'eau de mer frais et congelé puis, les échantillons
congelés ont été lyophilisées, pulvérisés en poudre par un mixeur et ont été maintenus dans
l'obscurité & -20°C sous atmosphere d'azote (figure 12).

Les solvants utilisés sont : méthanol absolu, éthanol absolu, eau et un mélange eau/méthanol

(50%).

2.0g de poudre + 30mL de solvant

Extraction pendant 2h aprés filtration

Centrifugation & 2000tr/min pendant 20 min

Filtration du surnageant a travers filtre de
0.45um

Evaporation rotative de 20mL d'extrait

Figure 12. Procédé d’extraction des composés phénoliques par des solvants a différentes

polarités 2,
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Les rendements obtenus par ordre décroissant sont: eau / méthanol, l'eau, le méthanol,

I'éthanol, comme le montre le tableau 4.

Tableau 4. Rendement d’extraction d’extraits de Stypocaulon scoparium préparés en utilisant

différents solvants

~ Solvant  Rendement d’extraction” (%)
Eau 16.6
Eau-méthanol 16.8
Méthanol 133
éthanol 2.36

*Valeurs exprimées en % de poudre d'algues séches.

I.1.1.b. Procédés d’extraction élaborés

En raison des faibles rendements d’extractions, la performance des techniques dites
d’extraction assistée (extraction assistée par micro-ondes, extraction assistée par ultrasons,

extraction par solvant accélérée ou extraction par liquide sous pression) a été étudiée.

Y D’aprés Falleh et coll., [24]
Le but de ce travail, est d'étudier l'influence du solvant d'extraction assistée par ultrasons sur
la qualité des extraits. L’extraction en considérant deux solvants méthanol et éthanol en deux
temps (5 et 10 min) a été évalué en fonction de la teneur en composés phénoliques et 1'activité
antioxydante de l'extrait végétal.
Dans ce contexte, l'utilisation des ultrasons pour rompre les membranes cellulaires a
l'avantage de réduire considérablement le temps d'extraction et d'augmenter le rendement

d'extraction (figure 13).
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Lyophylisation de 1'échantillon

Broyage en fine poudre

0.5g de poudre dans des tubes en verre en deux groupes

ST

Sy

B

i

ler groupe: Traitement par 1'éthanol

2éme groupe: Traitement par le
méthanol

A ST

Ak,
e

Homogénation pendant 2 min dans un
bain & ultrasons a température ambiante

Figure 13. Procédure d’extraction assistée par ultrason par 1’éthanol et le méthanol 4.,

Il a été vérifié dans cette étude que 1’extrait méthanoique était significativement plus riche
en polyphénols que I’extrait éthanoique et pour les deux solvants utilisés, la durée la plus

longue d'extraction, a donné une teneur plus élevée en polyphénols.

v" D’aprés S.Rodriguez-Rojo et coll., [27]

L'objectif de ce travail était de comparer 'utilisation de deux solvants verts l'eau et
I'éthanol pour I'extraction de composés phénoliques de Rosmarinus officinalis et ¢, en utilisant
extraction classique, I’extraction assistée par micro-ondes et I’extraction assistée par

ultrasons.

> Prétraitement de la matiére végétale :
Deux manieres différentes de prétraitement ont été testées a co6té de la matiére végétale
fraiche, déshuilée et déshuilée plus broyée, afin d’améliorer le rendement d’extraction

d’antioxydants.
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1. Matiere végétale déshuilée :
Consiste a retirer I'huile essentielle a été retirée de la matiére végétale par exposition
de cette derniére aux micro-ondes sans solvant. L'extraction a été réalisée comme décrit par

Navarrete et coll. (2011), dans un four & micro-ondes domestique modifié (Panasonic NN-GD

566 M) 128,

E 100g de plante fraiche + chauffage micro-ondes a 1000W pendant 5min

2. Matiére végétale déshuilée et broyée :
De plus du traitement de déshuilage, la matiére végétale déshuilée est ensuite broyée en fine

poudre.

Broyage dans un moulin & café a lames & température ambiante E

é La fraction entre 0,850 et 0,212 mm a été choisie E

> Extraction de composés phénoliques & partir du romarin par solvant classique

(figure 14) : L'extraction a été effectuée conformément & Navarrete et coll. (2011) (28],

Préchauffage de la MV prétraité dans bain-marie a 40°C pendant 15min

o nsan

Ajout du solvant préchauffé (1:6 m\m) + rotation a 50tr\min

Apres 4h, filtration sous vide a travers 0.45um

PE—

Smnrnnis

Récuparation de la phase liquide et stockage a 4°C

Figure 14. Procédé d’extraction des composés phénoliques par solvant 28],
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> Extraction de composés phénoliques & partir du romarin assistée par micro-ondes
(figure 15) :

25g de plantes + solvant (1\6 m\m)

Irradiation par micro-ondes (250W) pendant 7min en un cycle de 30s

Filtration sous vide & travrs un filtre 0.45pum

Récupération du liquide et stockage & 4°C

Figure 15. Procédé d’extraction des composés phénoliques par micro-ondes 2.

> Extraction des composés phénoliques & partir du romarin assistée par ultrasons
(figure 16) :

25g de plantes + solvant (1\6 m\m)

; Extraction par ultrasons (400W) en deux procédures

Processus discontinu: cycle de 30s ON/OFF pendant 7 min
Processus continu: pendant 7 min & 40°C

Dass A S

Filtration sous vide avec membrane de 0.45pum
Stockage & 4°C

Lo

Figure 16. Procédé d’extraction des composés phénoliques par solvant 2%,
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Tableau 5. Teneur en phénols totaux dans les feuilles de Romarin déshuilées et broyées en

utilisant la méthode de Folin-Ciocalteu

Technique Rendement d’extraction ”lr"eneur de
dextraction Solvant (% m/v) phénols totaux
Extraction par Ethanol 24402 2600 =700
solvant Eau 3.89 £ 0.07 7700 £ 900
Micro-ondes (cycle Ethanol 3.3+0.2 3662+ 8
ON/OFF) Eau 4.6+0.8 8300 + 800
Ultrasons (cycle Ethanol 2.70:£0:02 2570 + 80
ON/OFF) Eau 6.61 +0.09 8790 + 300
Ultrasons (en Ethanol 2.35+0.02 2040 +40
continu) Eau 3.500 £ 0.007 8440 =70

Tableau 6. Résultats de 1’extraction depuis les feuilles de Romarin déshuilées

Technique Rendement d’extraction ’I"eneur ue
dextraction Solvant (% m/v) phénols totaux
(ppm EAG)
_— Extractlonpar e T R
solvant Eau 0.600 £0 .014 960 +90
Micro-ondes (cycle Ethanol 2.050£0.016 1240 £ 170
ON/OFF) Eau 0.13 £0.03 179+ 3
Ultrason (cycle Ethanol 1.70 £0.08 670 £17
ON/OFF) Eau 0.14 £0.09 211013
. Ethanol 1.54 £0.03 664 +11
Ultrason (en continu)

Eau 0.31+0.03 218+2

Tableau 7. Résultats de I’extraction depuis les feuilles fraiches de Romarin

Technique Rendement d’extraction 'I"eneur de
dextraction Solvant (% m/v) phénols totaux
(ppm EAG)
~ Extraction par Ethanol 2.5+0.9 450 £ 60
solvant Eau 0.0605 +£0.007 550 £110
Micro-ondes(cycle Ethanol 3.1 +1.2 902 32
ON/OFF) Eau 0.095 +0.007 110+ 6
Ultrason (cycle Ethanol 2.70 £1.5 330+ 70
ON/OFF) Eau 0/077 £0.004 92 £ 36
. Ethanol 1.10 £0.02 195+9
Ultrason (en continu) Eau 0.075 £0.007 92 + 48
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v D’aprés Waksmundzka et coll., [29]

L'objectif du travail discuté dans cet article était, la comparaison de différentes
techniques d'extraction pour isoler les acides phénoliques & partir de deux matériaux végétaux
couramment utilisés en thérapie-les fleurs de Sambucus nigra L. et les feuilles de
Polygonum aviculare L., le rendement d'extraction des acides phénoliques a été déterminé
pour les différents procédés d'extraction liquide-solide : extraction par Soxhlet, l'extraction

par ultrasons, extraction assistée par micro-ondes et I'extraction accélérée par solvant.

Le méthanol a été utilisé comme solvant d'extraction, l'extrait brut a été évaporé a sec
et préparé pour le fractionnement des acides phénoliques par extraction liquide-liquide ou par
extraction en phase solide. Les échantillons contenant la fraction d’acides phénoliques ont été

analysés par CLHP en phase inverse en utilisant la méthode de calibration externe.

La composition qualitative et quantitative des extraits contenant la fraction d’acides
phénoliques dépend de la méthode d’extraction. Pour Sambucus nigra L. la plus efficace
méthode est I'extraction exhaustive dans un appareil Soxhlet et pour Polygonum aviculare L.

les plus efficaces sont I’extraction assistée par micro-ondes et I’extraction par ultrason.

Des rendements similaires ont été obtenus lorsque les méthodes de purification
(extraction liquide-liquide) et (extraction en phase solide) ont été étudiées pour ces acides

phénoliques.

L’extraction assistée par micro-ondes est trés efficace pour I’extraction des dérivés
polaires d’acide benzoique & savoir 1’acide gallique, protocatéchique et I’acide

p-hydroxybenzoique.

*Conditions expérimentales des différentes techniques d’extractions

Extraction par Soxhlet : 2g matiére végétale sont placés dans une cartouche : extraction par
MeOH pendant 15H.

Extraction par ultrason : 2g de matiere végétale trempés dans 50mL de MeOH pendant

30min dans un bain & ultrasons : filtration (refaire la manip 3 fois) a température ambiante et a
60°C.
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Extraction assistée par micro-ondes : 2g de matiére végétale placés dans 50mL de MeOH a
80% : extraction en deux étapes (40% la puissance du générateur pendant 1min puis 60% la

puissance du générateur pendant 30 min & 600W) en deux modes : systéme ouvert et fermé.

Extraction par solvant accélérée : 1g dans 50mL MeOH & 80% (pour les fleurs) MeOH pure
(pour les feuilles) & T=100°C et & 60bar pendant 10min. (refaire la manip 3 fois)

Extraction liquide-liquide : Les extraits obtenus sont évaporés a sec, les résidus sont
mélangés avec 50mL eau bouillante aprés les refroidir & 4°C. Aprés 12h les extraits sont
filtrés puis sont extrais par 1’éther diéthylique (8x50mL) : évaporation a sec et le résidu est

dissout dans SmL MeOH.

Extraction en phase solide (EPS): Conditionnement des cartouches de C18 avec 10mL
MeOH pui 10mL eau distillée, I’extrait est dissout dans 5SmL MeOH/H,0 a 30%, et 1’élution
est faite par 2mL d’eau distillée.

Addition d’une solution de 1.2mL de bicarbonate de sodium NaHCOj; & 2.5%. La solution
obtenue par EPS est diluée avec I’eau distillée et ajustée dans une fiole de 25mL (Les acides
phénoliques sont sous forme anionique).

Des cartouches de silice greffées avec une amine quaternaire sont conditionnées avec 10mL
eau distillée puis avec 29mL de NaHCO; 4 0.0625%.

L’extrait contenant les acides phénoliques sous forme anionique est chargé dans ces
cartouches préparées comme décrites précédemment et I’élution est faite par 20mL

1M Acide phosphorique-H,O-MeOH (1 :4 :5) (v/v).

Tableau récapitulatif des solvants utilisés dans I’extraction des composés phénoliques de
différente matiére végétale avec procédés d’extraction classique et élaborés, montré

ci-dessous dans le tableau 8.
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Tableau 8. Les différents solvants utilisés pour I’extraction de composés phénoliques.

Référence Solvants testés Solvant adéquat

[23] Ethanol-eau, éthanol, eau

Eau, méthanol, acétate

[25] d’éthyle, acétone, éther de Eau Oiﬁ'iMéthan,O‘lif
pétrole -
[26] Meéthanol-eau, méthanol, Methanol—Eau(SO 50)
éthanol, eau =
[24] Ethanol, méthanol = Methanol

“Ethanol pour MY fraiche

271 Ethanol, eau Ea“PO“ MVdéSh“‘léeet
~ déshuilée broyée
MeOH/Eaua 80%ct | MeOH/Eauas0%
[29] MeOH pure | ~ MeOH pure -

I.2. Méthodes de dosage des composés phénoliques dans la matiére végétale

La quantification des composés phénoliques est le plus souvent réalisée par
absorptiométrie dans le visible ou par chromatographie en phase liquide (CLHP) avec une
détection spectrométrique dans [’ultraviolet.

La méthode absorptiométrique est facile & mettre en ceuvre mais n’est pas spécifique et ne
permet pas une analyse fine des différents composés phénoliques présents dans I’huile. En
revanche, la chromatographie en phase liquide est sensible, spécifique mais demande un
appareillage cofiteux et se heurte a I’absence de composés commerciaux de référence pour les

identifications.
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1.2.1. Dosage par spectrophotométrie
La méthode de Folin-Ciocalteu est la plus utilisée pour I’estimation des composés

phénoliques extractibles totaux.

1.2.1.1. Principe de la méthode de Folin-Ciocalteu

Les teneurs en polyphénols totaux des extraits, fractions et sous-fractions sont
déterminées au moyen du réactif de Folin-Ciocalteu (Parejo et coll. 2002). Ce dernier est
constitu¢ par un mélange d’acide phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique qui est
réduit, lors de I’oxydation des phénols en mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de
molybdeéne.
Le réactif de FolinCiocalteu voit ces propriétés colorimétriques modifiées lorsqu’il est
complexé a certaines molécules. 11 réagit avec la fonction —OH des phénols et de ce fait vire
de la couleur jaune au bleue.
La coloration bleue produite posséde une absorption maximale aux environs de 750 nm.
L’absorbance, par référence a une gamme étalon obtenue avec un acide phénolique (acide
gallique), permet de déterminer la quantité de polyphénols totaux présente dans un extrait en
se référant a une courbe d’étalonnage a partir des concentrations connues. Elle est exprimée
en mg d’équivalent acide gallique par g de matiére séche P,
Plusieurs procédures de dosage ont été testées a partir des techniques générales décrites dans
les ouvrages spécialisés, on propose dans ce travail les trois protocoles les plus communément
utilisés.

» Dosage Folin-Ciocalteu selon Nathalie et coll., !

100 pl d’extrait dilué + 500p1 Folin-Ciocalteu

+ 400 pl Nap,COs (75 g/l)

Agitation

Incubation 4 40°C pendant 5 min

g
Lecture de ’absorbance a 735 nm

Figure 17. Procédé de dosage selon Nathalie et coll. ®"

-28-



> Dosage Folin-Ciocalteu selon Andrew et coll., *%

1 ml d’extrait + 70ml d’eau

+ 5 ml Folin-Ciocalteu

s
Agitation

i

Incubation & rt pendant 1 4 8 min

{1+ 15 ml Na,COs
[+ eau jusqu’a 100 ml

Mélanger et incuber pendant 2h 4 t.a 4

\~\/
Mettre 2 ml dans la cuve et mesurer I’absorbance a

765 nm

Figure 18. Procédé de dosage selon Andrew et coll. *%

> Dosage Folin-Ciocalteu Selon Bellebeir 2,

100 pl d’extrait + 50pul Folin-Ciocalteu

+ 200 pl NayCOs (75 g/l)

+ 650 pl d’eau déminiralisée
| Homogénéisation a 70°C pendant 10min
Aé\if/eition |

Refroidissement dans la glace pilée

Figure 19. Procédé de dosage selon Bellebcir ©**
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Il'y a lieu de noter qu’une autre méthode dite Folin-Denis (méthode initiale pour le dosage des
phénols) a été utilisée pour le dosage des composés phénoliques 4. Le protocole se résume

dans la figure 20 comme suit :

\ Solution & tester contenant pas plus de 0,5mL de
| MeOH ou EtOH

]

Dilution avec 7mL d’eau dans éprouvette de
10mL

|

b
Homogénéisation
| +0.5mL Folin-Denis
A4
Agitation pendant 3 min
|+ 1.0mL NayCOs

Solution totale 10mL bien mélangée

Lecture de I’absorbance a 725 nm

Figure 20. Procédé de dosage selon Swain et coll. %

La méthode d’évaluation du contenu en composés phénoliques utilisant le réactif de
Folin-Ciocalteu est utilisée dans les laboratoires et donne des résultats fiables et
reproductibles, mais elle reste néanmoins une méthode analytique destructive qui bien
qu’optimisée demande la mise en ceuvre de plusieurs manipulations %,

Le choix du polyphénol témoin choisi pour la calibration a son importance, 1’acide gallique
est un bon compromis mais n’est pas spécifique et ne représente pas les différents composés

phénoliques présents dans la matiére végétale 2.

1.2.2. Dosage par chromatographie

Il est évident que les composés phénoliques totaux mesurés par la procédure de
Folin-Ciocalteu ne donnent pas une information précise de la quantité ou de la qualité des
constituants phénoliques dans le mélange .

Les techniques de CLHP sont de nos jours largement utilisées pour identifier et quantifier les
composés phénoliques notamment la chromatographie en phase inverse .

Le tableau 9, résume les différents travaux utilisant la technique CLHP.
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Tableau 9. Travaux de recherche réalisés avec la technique de Chromatographie liquide &
haute performance.

Conditions CLHP
£ 3 Analyte g 3 15 6 Réf
&2 | (Acide phénolique) <l 8 % E An
=S 3) |o & =
S Q o 2 o
= =
9 Phénols totaux
4sy Hydroxyrosol
5 Tyrosol . .
= . Gradient binaire
'5) r
S | Acpcomarique | Morek | (WHOCHCO0H |10 | 4 | - | [l
g p coumariq (B) CH;OH/CH;CN
= Ac férulique
§ Qurcétine
i lutéoline
Acide gallique
Ac p-
hydroxybenzoique
Acide gentisique (A)
2 Hydroxytyrosol Eau + 1%Ac
= Tyrosol acétique glacial
% Ac vannilique RP B) [35]
= Ac caféique Spheriso Eau + 6%Ac
D . e ; 20 | 0.5 280 | 2006
g Ac p-coumarique rb Spm acétique glacial
i= Ac férulique ODS2 ©
o Naringénine Eau/acétonitrile
o (+)-Catechine (65 :30) + 5% Ac
Coumarine acétique glacial
Ac o-coumarique
Ac 3-nitro-phtalique
(A):Ac gallique
Ac protocatéchique
Catéchine
Ac vanillique
Epicatechine
Ac caféique
Ac syringic RP (&)
; . Eau+0.1 % Ac A 270
Extrait | (B) :Ac Pursuit Fa——— 60 1 B 324 [31]
brut chlorogénique XRS q C 373 2011
Ac gentisique C18 (B) Méthanol

Ac caféique
Ac coumarique
Ac férulique
(C) Rutine
Myrcétine
quercétin
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= Ac gallique
g Ac syringique
e Ac coumarique
5 Ac p-coumarique (A)
° \ . [38]
) Ac m-coumarique Eau/Ac formique ) i
2 || Ac benzoique RECIS (19 :1) =80 | 2011
% Ac 4- (B) Méthanol
9 hydroxybenzoique
i Ac protocatechique
& hydroxytyrosol
Extrait (A)
éthanoiq | Phénols totaux Eau/Ac 132]
ue et | Acrosmarinique RP.C18 | acétique/acétonitrile | 20 | 1.5 284 2012
Extrait | Ac carnosique (840 :8.5 :150 ml)
d’eau (B) Méthanol
Acide : gallique,
chlorogénique,
% gentisique,
E Zafiﬂlglf‘fé catsigue; (A) Eau 0.02%TFA
£ yringigue, XBP-
g sinapique, p- C18 (B) MeOH 10 | 0.5 254 [39]
P 0.02%TFA
= érulique, anisique,
isi rosmarinique,
salicylique,
cinnamique.
§ ﬂ Isocratique
()
& o \‘E Acide gallique, MeOH-Acide
i S £ 1 c
S ¢ & | portocatéchique, p- . phosphorique
§ = ; hydroxybenzoique, H)(f)[};gsﬂ 0.001M 20 | - 520 | [29]
2* é S syringique et acide
.2 S, | ferulique 22:78(v/v)
9
TS
P~ Q
s
= .
_g o &b | Acide férulique, Isocratique
= L .
Sz portocatéchique, Hypersil )
£ £ § | phydroxybenzoique | ODS | oy rorpay 20 Sl e
g —g et acide vanillique 1% Acide acétique
2 3
3
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IL. Présentation de I’espéce Spirulina platensis

IL.1. Histoire de la spiruline

La spiruline est une trés ancienne forme de vie, dont I’apparition sur terre remonte a
prés de 3,5 milliards d’années.

La spiruline était généralement consommée dans les périodes de pénurie alimentaire.
Pendant ces périodes de famine, elle est alors utilisée pour permettre aux habitants d'apporter
a leur corps suffisamment de vitamines et de minéraux, et quelques protéines, malgré la rareté

des aliments « habituels » 1%,

I1.2. Les étapes de la recherche

Les scientifiques et les industriels ne se sont intéressés & la spiruline que tardivement,
dans les années 70. C’est d’abord par son exceptionnelle richesse en protéines que la spiruline
a attiré I’attention des nutritionnistes. Contenant de 50 & 70% de son poids sec en protéines, la
spiruline est la meilleure source connue en acides aminés, puisqu’elle les contient tous, acides
aminés essentiels et acides aminés soufrés (méthionine et cystéine) compris.

Un peu plus tard, les chercheurs ont isolé dans la spiruline des substances nutritives
d’un intérét considérable, notamment les vitamines du groupe B, le béta-caroténe, la vitamine
E, de nombreux oligo-éléments et acides gras essentiels. En ce moment ils s’intéressent a
I’étude des propriétés antioxydantes de cette algue **.

Sont rares les pays dans le monde ol on cultive de la spiruline, une algue trés riche.
Les USA détiennent 50% de la production mondiale. Deux pays seulement en Europe
produisent de la spiruline ; il s’agit de la France et de la Hongrie.

En Algérie, on est au stade de la production artisanale et expérimentale.

Mr.Hiri Abdelkader I'unique Algérien qui connait parfaitement le processus de production de
cette espece d’algue. Il a réussi 4 la faire déplacer de son environnement naturel (El Guelta)
vers un bassin. I1 dispose d’un bassin d’une superficie légérement au-dessus de 20 m? dans la
région de Tamanrasset et produit 20 kg de spiruline séche par an. Quatre mois apres

’ensemencement du bassin, on peut déja récolter la spiruline.
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IL.3. Description de Spirulina platensis

Appelée Dihé ou Tecuitlat, Spirulina platensis est une cyanobactérie ou microalgues
bleue-verte filamenteuse multicellulaire photosynthétique composé de filaments verts bleus de
cellules cylindriques (1 - 12 pm de diamétre), ainsi nommée en raison de sa forme spiralée.
Elle forme massive de la population dans les régions tropicales et sub-tropicales masses d'eau

qui ont un niveau élevé de carbonate et de bicarbonate de pH alcalins allant jusqu'a 11 !,

Figure 21. Spiruline vu au microscope (agrandissement x100)

IL4. Classification systématique de Spirulina platensis
Reégne : Monera ou Bacteria

Sous-régne : Prokaryota

Division : Cyanophyta ou Cyanobacteria
Classe : Cyanophyceae

Ordre : Oscillatoriales

Famille : Oscillatoriaceae

Genre : Arthrospira

Espece : platensis

Figure 22. Spirulina platensis (lac verdoyant)

-34-



ILS. Composition chimique de Spirulina platensis

La composition de la spiruline est trés riche : elle comporte les : Protéines, Lipides,
Glucides, Acides Nucléiques, Béta-caroténe (provitamine A), Tocophérols (vitamine E),
Vitamines du groupe B, Vitamine B12, Minéraux et oligo-éléments, Molécules
complexes polypeptidiques et polysaccharidiques et les Phénols qui sont des acides
phénoliques, les plus intéressants sont: I’acide salicylique, acide synaptique,
acide cinnamique et trans-cinnamique, acide chlorogénique, acide quinique, acide

p-coumarique, p-hydroxy-benzoique et I’acide caféique 1*%.

Il a été reporté, que la microalgue Spirulina platensis est une source prometteuse de composés

phénoliques par rapport & d'autres tissus végétaux mentionnés dans la littérature ™!,

IL.6. Potentialités et utilisations de la spiruline

Dans les pays développés, et depuis peu dans quelques régions d’Afrique, la Spiruline est
consommeée comme complément alimentaire « bénéfique a la santé ». Elle est vendue dans le
secteur des produits dits « Bio ».

Autres utilisations : Le groupe des cyanobactéries produit une variété de métabolites
secondaires dans leur milieu de culture. Beaucoup de ces produits naturels ont des activités
antibiotiques, algicide, antiviral, fongicide.

Elle est utilisée en synergie avec d’autres algues, comme agent cicatrisant
et antiseptique. Dans I’agroalimentaire, elle est utilisée comme colorant naturel
(la phycocyanine est un des rares pigments naturels de couleur bleue) dans les chewing gums,
sorbets, sucreries, produits laitiers, boissons non alcoolisées. En Suisse et au Japon, il existe

depuis longtemps du pain a la Spiruline “°.

IIL. Travaux antérieurs réalisés sur la microalgue bleue-verte Spiruline

v" Phénols a partir de Spirulina maxima (Hanaa H. Abd El-Baky et coll.)
Récemment, une grande attention a été portée sur les microalgues comme sources de
nouvelles structures de composés biologiquement actifs tels que la phycobiline, les phénols,

les terpénoides, stéroides et les polysaccharides.
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L'influence des conditions de croissance sur la composition chimique de la spiruline a été
¢tudiée par de nombreux chercheurs dans le but d'optimiser la production de composés
nutritionnellement et économiquement intéressants, tels que des pigments, les antioxydants,
les vitamines et les phycocyanines.

Par conséquent, des extraits de Spirulina enrichis en antioxydants phénoliques peuvent
fournir une source prometteuse d'antioxydant naturel. En outre, la production d'algues

antioxydants peut étre améliorée par une modification des conditions de culture 4%,

v' Activité antioxydante de la microalgue Spirulina maxima (M.S. Miranda et coll.)
La Spiruline, qui est utilisé comme additif alimentaire, est une micro-algue riche en
protéines et autres éléments nutritifs essentiels. La Spiruline contient des acides phénoliques,

du tocophérol et B-caroténe qui sont connus pour présenter des propriétés anti-oxydantes.

La composition chimique de la spiruline indique qu'elle a une valeur nutritionnelle élevée en
raison d'une grande variété de nutriments essentiels, tels que les vitamines, minéraux
et protéines. De plus, elle contient d'autres composés tels que w3 et w6 acide gras
polyinsaturé, les provitamines et les composés phénoliques. En outre, ces algues peuvent étre
produites & grande échelle des systémes.

Ils ont étudié l'activité antioxydante de composés phénoliques, des caroténoides et des
tocophérols extraits de spiruline et ont constaté que les composés phénoliques sont
responsables des propriétés antioxydantes des extraits de spiruline qui sont des acides
organiques (caféique, chlorogénique, quinique, salicylique, synaptique et trans-cinnamique),

qui agissent individuellement ou en synergie **].

v' Propriétés antioxydantes de Spirulina (Arthospira) platensis cultivée sous

differentes températures (Luciane Marie Colla et coll.)

L'objectif principal de ce travail était d'étudier les effets de la température et de la

concentration d'azote sur le potentiel antioxydant des extraits de la biomasse de spiruline.

Les résultats indiquent que, les quantités de composés phénoliques pourraient &tre
augmentées en modifiant les conditions de culture, suggérent qu'il est possible d'augmenter le
potentiel antioxydant de la biomasse de spiruline pour étre utilis€é comme un complément

nutritionnel *4,
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v’ Activité antioxidante de D’extrait éthanoique a partir de Spirulina platensis

et Nostoc linckia measurée par différentess méthodes (Liliana Cepoi et coll.)

L’objectif principal de ce travail était de déterminer le pourcentage de I’activité
antioxydante de plusieurs extraits éthanoiques & partir de Spirulina platensis et Nostoc linckia.
Les résultats indiquent la présence des antioxydants dans les deux extraits et aussi la

possibilité d’augmenter leurs activités en changeant la concentration d’éthanol 1.

v' Amélioration de la production des composés phénoliques (antioxydants) dans
Spirulina plantensis sous des différents régimes d’acide indole acétique (Munawer

Khan Mohammed et coll.)
Réalisant I'importance des composés phénoliques qui sont présents dans les
micros-algues particuliérement dans la spiruline, ils ont planifié des expériences simples pour

améliorer la production des antioxydants naturels 2.

v Amélioration de la production des compoés phénoliques dans Spirulina platensis

par deux modes de culture (Remziye Aysun Kepekgi et coll.)

L’objectif de cette étude était d’augmenter la quantité des composés phénoliques dans
Spirulina platensis avec deux modes de culture.
La relation entre activité antioxydante et la quantité totale des composés phénoliques était
significativement corrélée au domaine de confiance de 99%, ce qui conduit & ce que les

phénols ont contribué principalement 1’activité antioxydante 1.

v L'évaluation de I'activité antifongique des extraits de spirulina platensis
phénoliques contre Aspergillus flavus (Michele Moraes de Souza et coll.)

L’objectif de cette étude consiste a évaluer I’effet d’extrait phénolique a partir de

Spirulina platensis sur la production de composés de structure dans Aspergillus flavus, afin

de déterminer son effet sur l'inhibition fongique 47,

v' Optimisation de 'extraction par solvant accélérée d'antioxydants de microalgue
Spirulina platensis (Miguel Herrero et coll.)

Un dispositif expérimental a été utilisé pour optimiser I'extraction d'antioxydants de la

microalgue spiruline platensis utilisant extraction par solvant accélérée (ESA) avec quatre

différents solvants (hexane, 1'éther de pétrole, I'éthanol et de l'eau). L'optimisation des
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principales variables impliquées dans le processus ESA (température d'extraction et le temps

d'extraction) a été effectuée [*?,

v Production des composés phénoliques a partir de la microalgue Spirulina maxima
et ses effets protecteurs (Hanaa H Abd El-Baky et coll.)

L'apparition de composés phénoliques dans les algues bleu-vert est moins documentée que
chez les plantes supérieures, récemment beaucoup d'attention a été concentrée sur les
microalgues comme sources de nouveaux composés biologiquement actifs.

Le but de cette étude était d'illustrer I'amélioration du processus de synthése des composés
phénoliques dans Spirulina maxima qui grandi dans un milieu complété avec différentes
concentrations de nitrate de sodium NaNO; et / ou en combinaison avec la phénylalanine.

Le profil CLHP-DAD des extraits phénoliques de la spiruline a révélé la présence d'un grand
nombre d'acides phénoliques et des flavonoides, 4 des niveaux variables. I’acide gallique,
chlorogénique, cinnamique, p-hydroxy-benzoique et le pinostrobine et ont été trouvés comme

les constituants les plus abondants dans les différents extraits ),

Comme [P’illustre le tableau 10, ci-dessous, les travaux de recherche, réalisés sur la
microalgue bleue-verte Spiruline aussi bien pour I’espéce Spirulina platensis que pour
Spirulina maxima, avaient pour objectif principal le test des propriétés antioxydantes de
I’espéce, en utilisant I’extraction par solvant et I’analyse de la teneur des composés

phénoliques par la méthode de Folin-Ciocalteu.
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Tableau 10. Travaux de recherche réalisés sur la microalgue bleue-verte Spiruline

Foiidee Analyte (Acides Procédé Méthode Intéret Réf
P phénolique) d’extraction d’analyse Année
Ac cinnamique
Ac p-coumarique : . Test de deux
Phycocyanine EXtI;/lICt(I;)II_II par CI?OIH} - modes de 2[3?]2
Caroténoides g AR culture
| Protéines
| Chlorophylle
Spirulina Extragtion par Folin- | Test d’activité | [47]
Il)t .. | Composés MeOH, ringage Ciocalt tifone 2011
p;l,l"ensm | phénoliques hexane iocalteu antifongique
Test de
- Extraction par culture sous
| Composés MeOH 80% et Folin - différents [41]
| phénoliques reextraction par Ciocalteu régimes 2011
‘ EtOH 80% d’acide indole
acétique
Composés Extraction 1g Folin - Test d’activité | [45]
| phénoliques dans EtOH/eau Ciocalteu antioxydante | 2009
| L’acide gallique,
| chlorogénique, Folin- Synthése et
Spirulina | cinnamique, Extraction par . test d’activité | [49]
maxima | p-hydroxy- I’éthanol iagedey antioxydante | 2009
= « CLHP-DAD
| benzoique
| pinostrobine
| Acide gallique,
_ cmorog.emque, Extraction par Fohn- Cul"fure. e‘F t’est [42]
| cinnamique, I’ éthanol Ciocalteu d’activité 2009
pinostrobate et p- CLHP antioxydante
| hydroxy-benzoate
" ‘ Extraction par
|| Composcs MeOH et Folin - Testde 1 44
| phénoliques . . . propriétés
| Protéines purlflcatlon par Ciocalteu antioxydantes 2007
| Lipides L e
- Spuu m_a:” Composés Extraction par test d’activité 48
_ platensis | phénoli Ivant accéléré ) tioxydant L]
- platensis | phénoliques solvant accélérée antioxydante
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, MMw:CMm%e Extraction par 371
I;atenszs | Chlorophylle a fluide CL-SM | caractérisation |
- p ‘ Quelques composés supercritique
| phénoliques
| Ac salicylique )
| Ac trans cinnamique Exgroali;t:r):: par
| Ac synaptique e ) )
| Ac cilllofog%ni que (par I’éther Folin-Denis p?:;iicéizs [43]
| Ac quinique d’éthyle aprés selon [34] antioxvdantes 1998
Ac caféique extraction du Y
a- Tocophérol résidu par MeOH)
| B- Caroténe
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Chapitre II1

Partie Expérimentale :

Deétermination des
acides phénoliques
dans la microalgue

bleue-verte

Spirulina platensis par
spectrométrie IRTE




L Partie expérimentale

Les microorganismes, petits eucaryotes (champignon, algue...) et procaryotes, en
particulier les cyanobactéries, produisent un trés grand nombre de métabolites secondaires,
récemment, beaucoup d'attention a été concentrée sur les micro-algues comme sources de
nouveaux composés biologiquement actifs tels que les phénols. Cependant, I'étude de
composés phénoliques dans les algues bleu-vert est moins documentée que chez les plantes

supérieures %

Plus récemment, I’algue bleue-verte Spiruline, a été étudiée en raison de ses propriétés
thérapeutiques comme étant une source prometteuse de nouvelles structures de composés
biologiquement actifs *, notamment les phénols par rapport & d’autres tissus végétaux

mentionnés dans la littérature 47}

La détermination de ces composés a été faite souvent par spectrométrie UV-Visible en
employant la méthode Folin-Ciocalteu qui reste néanmoins une méthode analytique
destructive et partiellement quantitative P13 Les techniques de CLHP sont de nos jours

largement utilisées pour identifier et quantifier les composés phénoliques.

A cet effet, ’objectif principal de ce travail est le développement d’une nouvelle méthode
analytique pour la détermination des acides phénoliques dans des comprimés a base d’algue
bleue-verte Spirulina platensis ou dans 1’algue méme produite dans la région de Tamanrasset,

par spectrométrie infrarouge & transformée de Fourier (IRTF).

Dans ce travail, Iextrait riche en composés phénoliques a été obtenu par la macération du
matériel végétal dans un mélange de solvant méthanol/eau, 1’acide salicylique a été choisi
comme standard représentant cette classe de ces produits et 1’aire balayant la zone des pics

entre 1800-1460cm™ a été considérée.

Ce travail a été réalisé au laboratoire de chimie des substances naturelles du département de
chimie et au laboratoire des plantes médicinales et aromatiques du département d’agronomie,

Université de Blida.
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I.1. Appareillage
L.1.1. Spectrométrie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF)

Un spectrophotomeétre & transformée de Fourier IRTF de marque Bruker type
TENSOR-27, équipé d'un détecteur sulfate triglicine deuteré DTGS & température ambiante,
d’une source infrarouge moyen (4000-400 cm™), d’un rayonnement de laser et un diviseur de
faisceau KBr a été utilisé. L’acquisition des spectres a été effectuée avec une résolution de
4 em™ et un nombre de scan €gal a 20 spectres. Le traitement des spectres est réalisé avec le

logiciel OPUS 6.5 sous le systéme d'exploitation Microsoft Windows XP.
L.1.1.a. Analyse par spectrométrie infrarouge en phase liquide

Les fenétres utilisées pour 1’analyse de la phase liquide sont en fluorure de baryum
(BaF,) avec une entretoise en téflon de 0.1 mm d’épaisseur. Les tubes de connections sont en
téflon avec un diamétre intérieur de 0.8mm et le chargement est réalisé en employant des
tubes de chlorure de polyvinyle de diamétre intérieur de 2.79mm.

L’introduction des solutions se fait avec un systéme a écoulement bloqué avec une
cellule de flux, I’avantage d’une telle cellule est d’éviter les inconvénients relatifs au
nettoyage et au remplissage des cellules conventionnelles et de minimiser la consommation
des solvants organique est de réduire le temps d’analyse (15-60s).

Le systéme d’écoulement est effectué en utilisant une pompe péristaltique, le flux est
stoppé momentanément une fois la cellule est remplie. On obtient le spectre et on rétablit le
flux pour rincer la cellule avec le solvant et la remplir & nouveau avec une autre solution
(figure 23).

. Dréchet

pompe )
péristaltigure (//-

| micro-flawas

solwant

Figure 23. Montage de flux utilisé pour la détermination de I’acide salicylique par IRTF
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L1.1.b. Analyse par spectrométrie infrarouge en phase solide

La technique de la pastille en bromure de potassium (KBr) est probablement la plus
couramment utilisée pour la préparation d’échantillons solides pour des analyses infrarouge.
Dans un premier temps, I’échantillon solide est broyé en fine particules & I’aide d’un mortier
lisse (en agate), puis mélangé uniformément avec la poudre KBr.

Finalement, I’échantillon est placé dans le moule a pastille et pressé par une presse
hydraulique & 7bar pour obtenir une pastille.
L’analyse par spectrométrie infrarouge en phase solide est réalisée en utilisant un support

simple de 13 mm pour y placer les pastilles de KBr (figure 24).

Figure 24. Montage IRTF pour les préparations des échantillons en phase solide

Pour traiter les spectres obtenus des différentes manipulations, on a utilisé un autre
logiciel qui calcul les absorbances et les absorbances nettes des différentes bandes de chaque
spectre, exprimées en terme de hauteur du pic (Net Absorbance) ou aire du pic (Integrate), en

utilisant une macro commande & partir de I’option « ApPro » développée par le logiciel
Winfirst.

1.2. Réactif

Tous les réactifs utilisés lors de ce travail, le chloroforme stabilisé avec I’éthanol, le

méthanol et 1’éthanol sont de grade analytique.
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I.3. Identification de I’acide salicylique par chromatographie sur couches minces (CCM)

L’objectif de cette manipulation est de vérifier la présence de I’acide salicylique et de
ces analogues dans les extraits obtenus & partir des comprimés d‘algue et de 1’algue brut
Spirulina platensis.

La plaque CCM utilisée est une feuille en plastique recouverte avec du gel de silice Si.

L’élution est réalisée avec du méthanol. La révélation est effectuée par les vapeurs de diiode.

I.4. Méthode de calibration externe

Pour trouver la concentration d'un analyte dans un échantillon donné, une série
d'étalons dans les mémes conditions expérimentales que I’échantillon réel est préparé.
Ces solutions sont constituées d’un analyte de concentrations croissantes. La série
d’étalonnage est soumise & I’analyse. Ainsi, la droite de calibration est établie (absorbance en
fonction de la concentration). L’absorbance de l'inconnu, est alors inséré dans la droite et la

concentration de I’échantillon est calculée.
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II. Procédures générale

L’organigramme de la figure 25 résume les différentes étapes du protocole
d’extraction utilisé pour obtenir la fraction riche en composés phénoliques a partir du matériel

végétal.

Broyage du comprimé ou algue

Lj Macération pendant 2h dans 30mL
L MeOH/H,0 (v/v)
g Y. ST =
Filtration et centrifugation & 2000tr/min

i
i
P v =2
& Dilution dans CHCls
420% MeOH ‘
:‘ Analyse par IRTF ]

Figure 25. Protocole d’extraction de la fraction riche en composés phénoliques a partir du

matériel végétal

L’extrait a été récupéré avec 1mL de CHCls/MeOH (80/20) (v/v) qui est le solvant adéquat
pour D’analyse par spectrométriec IRTF (vu le caractére polaire de I’extrait obtenu,
effectivement, on remarquait durant la réalisation des manipulations que le chloroforme seul

ne récupérait pas la totalité de 1’extrait collé sur les parois du ballon).
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L’algue utilisée dans ce travail est sous deux (02) formes illustrées sur la figure 26:

Une sous forme de granulés secs (brut) récoltée en Mars 2013 au niveau d’une ferme a

Tamanrasset au sud d’Algérie.

L’autre est sous forme de comprimés & base de I’algue « Spirulina platensis » apportée d’une

pharmacie en France (prise comme complément alimentaire).

Les comprimés et 1’algue ne subissent aucun trie ou lavage ou séchage, ils sont employés

directement tels qu’ils sont aprés broyage.

Figure 26. Algue bleue-verte Spirulina platensis brut et sous forme de comprimés.

IL. 1. Caractéristiques de I’extrait des comprimés de ’algue Spirulina platensis

Les propriétés organoleptiques constituent généralement une partie d’étude visant a
analyser les facteurs qui affectent la qualité de 1’extrait. Notre analyse a été faite en observant
et en inhalant directement les extraits. Dans cette étude, 1’aspect, la couleur et I’odeur sont

considérés pour évaluer la qualité organoleptique.

Les propriétés organoleptiques des extraits sont regroupées dans le tableau 11.
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Tableau 11. Caractéres organoleptiques des extraits des comprimés et de 1’algue brut

Caractéres organoleptiques

Aspect Couleur Odeur
Extrait brut des
Forte odeur
comprimés de I’algue Pateux Marron .
. caractéristique
Spirulina platensis
Extrait brut de I’algue —
: Pateux Verte Caractéristique
Spirulina platensis brut
Extrait traité des
) Forte odeur
comprimés de I’algue Pateux Verte o
caractéristique

Spirulina platensis

IL.2. Identification de I’acide salicylique par chromatographie sur couche mince (CCM)

L’analyse de la plaque CCM (figure 27) montre I’apparition des taches pour les extraits bruts

et traité de Spirulina platensis 4 la méme hauteur de la tache de I’acide salicylique.

Les rapports frontaux sont respectivement :

ReExtrait brut = 0,77 ;

R Extrait traits = 0,75 ;

Re Acide salicylique =0,79.

En analysant la plaque CCM et particuliérement 1’élution - O
de Pextrait traité on peut supposer que I’acide salicylique g o
o

n’est pas le seul acide phénolique présent dans le e

o

comprimé de I’algue et que d’autres produits de la classe

peuvent étres présents.

Figure 27. Identification de 1’acide salicylique par CCM
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III. Résultats et discussion

II1. Choix de I’étalon pour le dosage des acides phénoliques par spectrométrie IRTF

Dans ce travail, nous nous intéressons au dosage d’une classe de phénols & savoir les
acides phénoliques, qui sont caractérisés par une fonction carboxylique et un hydroxyle
phénolique. L’acide salicylique a été choisi comme standard représentant cette classe de

produits du fait de sa disponibilité en quantité au niveau du laboratoire.

Cependant, il y a lieu de noter, que la perspective de ce travail est de vérifier la possibilité
d’utiliser un seul étalon, qui est ’acide salicylique dans ce cas, qui pourra représenter
I’ensemble des produits des acides phénoliques ou, a la limite utiliser un étalon pour une
détermination spécifique qui pourra concerner la sous classe des acides hydroxycinnamiques

ou des acides hydroxybenzoiques.

Afin d’€claircir cette question, les spectres infrarouge en phase solide d’autres étalons
comme ’acide caféique, férulique, gallique et syringique, ont été obtenus dans les mémes

conditions expérimentales.

Il a été vérifié, en analysant les spectres infrarouge (figures 28-29) d’une série de
standards appartenant & la classe des acides phénoliques (acide gallique, acide gallique
monohydraté, acide syringique, acide férulique et acide caféique) que 1’acide salicylique
choisi comme témoin (& cause de sa disponibilité) n’est pas spécifique et ne représente pas les
différents composés présents dans la fraction phénolique, de ce fait les teneurs d’acides
phénoliques déterminées sont exprimées sous forme d’équivalent d’acide salicylique dans

I’extrait.
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Figure 28. Spectres IRTF en phase solide comparatifs de 1’acide salicylique (vert) et
les dérivés cinnamiques : acide caféique (rose) et acide férulique (bleu) préparés a 1.5%.
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Figure 29. Spectres IRTF en phase solide comparatifs de ’acide salicylique (vert) et les
dérivés benzoiques : acide gallique monohydraté (rose), acide syringique (bleu) et acide
gallique (orange) préparés a 1.5%
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III.2. Spectre IRTF de I’acide salicylique

La gamme spectrale étudiée s’étale de 2000 4 800 cm™’, car en dessous de 800 cm’!

les fenétres de la cellule utilisée sont opaques et au dessus de 2000 cm™ I’allure des pics

n’est pas exploitable (figure 30).
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Figure 30. Spectre IRTF de I’acide salicylique dans la gamme spectrale de 4000-400 cm™

e

0.5+
O

LR

Absorbance

LEE |
i

2.2 b

Ty e

00

2008 1§00 1660 1430 1206 1660
Nombre d’'ondes cm-1

Figure 31. Spectre IRTF de PI’acide salicylique 20 mg.mL™ préparé directement dans
CHCls

Conditions expérimentales : Chemin optique 0.1 mm, Résolution nominale 4 cm™, Nombre de balayage 20
scans, Background de la cellule remplie de CHCl;.
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Le spectre de la figure 31, montre des bandes & 1664 cm'l, 1614 cm™ et 1485 cm™
représentant 1’élongation du groupement C=C aromatique, et présente également une
bande & 1159 cm™ caractéristique de I’élongation de la liaison C-O d’un phénol et deux
bandes 4 1297 cm™ et 1242 cm’! qui correspondent & 1’élongation de la liaison C-O d’un
acide, 1441 cm™! présente la liaison C-H d’élongation et 1034 cm™' caractérise I’élongation
de la liaison C-O.

IIL3. Spectres IRTF des comprimés et de I’algue Spiruline préparés directement dans

le chloroforme

L’objectif principal de cette manipulation préliminaire est de vérifier 1’analyse
directe des acides phénoliques du comprimé ou de P’algue ayant les mémes propriétés
physico-chimiques que I’acide salicylique. Du fait de la solubilité de I’acide salicylique
dans le chloroforme, nous avons procédé a la préparation directe des comprimés et de
I’algue Spiruline dans ce solvant adéquat pour I’analyse infrarouge.

Le processus de la préparation des échantillons est résumé dans la figure 32

Macération comprimé
wj ou algue dans 10mL
. CHCI; pendant 30min

. 42000t/min |

Récupération
du résidu

i Récupération

Filtration
du filtrat g

P o ’ S R u
7 Analyse IRTF Analyse IRTF
de la phase de la phase

\_  Liquide / | Solide
™ s
kﬂ%wwgzﬁ"‘ MM

Figure 32. Protocole de la préparation directe des comprimés et de ’algue dans le

chloroforme
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Les figures 33 et 34 présentent les spectres d’un comprimé et de 1’algue Spiruline

préparés directement dans le chloroforme en phase liquide et leur résidu aprés filtration sur

papier en phase solide.
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Figure 33. Spectre IRTF d’absorbance du comprimé dans CHCl; en phase liquide (a), et

du résidu du comprimé en phase solide (b)
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Figure 34. Spectre IRTF d’absorbance de 1’algue dans CHCl; en phase liquide (c), et du

résidu de I’algue en phase solide (d)

L’analyse des spectres infrarouges du comprimé ou de 1’algue en phase liquide
(figure 33(a) et figure 34(c)) indique que le chloroforme ne solubilise pas les composés

phénoliques de la matrice.

Par contre la comparaison des deux spectres des phases solides figure 33(b) et
figure 34(d) confirme d’un coté que le comprimé préparé a partir de ’algue bleue-verte
Spirulina platensis et ’algue brut bleue-verte Spirulina platensis ont exactement la méme
composition chimique et de 1’autre coté I’analyse directe par spectrométrie IRTF en phase
liquide ou solide semble impossible et un traitement préalable des échantillons réels

s’impose.
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II1.4. Caractéristiques analytiques de ’acide salicylique préparé directement dans le
chloroforme CHClI3

La figure 35 illustre les spectres d’absorbance d’une série de solutions d’acide
salicylique préparée directement dans CHCIls, et ce, dans un domaine de concentration

allant de 2.5 jusqu’a 20 mg.mL™" dans le domaine spectral compris entre 2000 et 800 cm™.

1665 cm™

)8—’

| 1615cm™ 1486 cm™

Absorbance

=
=

3.0+

2000 1800 1600 1400 1200 1000

~ Nombre d’ondes cm

800

Figure 35. Spectres d’absorbance de 1’acide salicylique préparé directement dans CHCl3

Les caractéristiques analytiques de la série des solutions de 1’acide salicylique préparées

directement dans CHCI3, sont résumées dans le tableau 12.
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Tableau 12. Caractéristiques analytiques de 1’acide salicylique préparé directement dans

CHCI;
Max (Ligne de base)
arametres 1665 cm’! 1615 cm’® 1486 e’
analytiques
(1839-1537) cm™ (1839-1537) cm™” (1537-1105) cm™
Droite d
one e y=0,0304C-0,0243  y=0,0119C-0,0013  y=0,0227C + 0,0068
calibration
Coefficient de
corrélation 0.9984 0.9999 0.9996
R)
LD
) 30 10 40
(ng.ml™)
D.SR %
(n=10) 0.62 0.37 0.49
Domaine de
concentration 2.5-20
(mg.ml '1)

C : Concentration en mg.mL", D.S.R(%) : Déviation Standard Relative (pour C=10mg.mL™"), LD : Limite

de détection en pg.mL™" obtenue pour un niveau de confiance de 99.6% (k=3).

Conditions expérimentales : Chemin optique 0.1 mm, Résolution nominale 4 cm™, Nombre de balayage 20

scans, Background de la cellule remplie de CHCl;.

Les résultats montrent une bonne linéarité aux bandes d’absorbance considérées et des

limites de détections acceptables avec une bonne précision de 1’ordre de 0.5%.
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IIL.5. Caractéristiques analytiques de I’acide salicylique obtenu apreés extraction et
dilution dans CHCI;

Les spectres infrarouges de I’acide salicylique aprés traitement et dilution dans
CHCl;3 & des concentrations allant de 2.5 4 20mg.mL" dans le domaine spectral compris

entre 2000 et 800 cm-1 sont représentés dans la figure 36.

1665 cm’!

1487 cm’™

e
=
i

1615 cm™!

Absorbance

o - — — e ——p—— |
Nombre d’ondes cm-1

Figure 36. Spectres d’absorbance de la série d’étalonnage d’acide salicylique traitée et

diluée dans CHCls

Les caractéristiques analytiques de la série des solutions de 1’acide salicylique obtenues

apres traitement sont établies et résumées dans le tableau 13.
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Tableau 13. Caractéristiques analytiques de I’acide salicylique préparé apres traitement
dans CHCl3

M;;-'(Ligne de bage)
analytiques 1665 cm™ 1615 cm™ 1487 cm™
(1839-1537) em™! (1839-1537) cm™” (1537-1105) cm™
Droite de
ealibration y=0,0314C - 0,0267 y=0,0143C-0,0113 y=0,0207C - 0,0153
Coefficient de
corrélation (R) 0.9957 0.9971 0.9978
LD (ug.ml™) 15 10 02
D.S.R % (n=10) 0.75 0.87 0.55
Domaine de
concentration 2.5-20
(mg.ml ™)

C : Concentration en mg.mL™”, D.S.R(%) : Déviation Standard Relative (pour C=10mg.mL"), LD : Limite
de détection en pg.mL™" obtenue pour un niveau de confiance de 99.6% (k=3).
Conditions expérimentales : Chemin optique 0.1 mm, Résolution nominale 4 cm™, Nombre de balayage 20

scans, Background de la cellule remplie de CHCI;.

Les résultats montrent une bonne linéarité aux bandes d’absorbance considérées et des

limites de détections acceptables avec une bonne précision de I’ordre de 0.7%.

Le pourcentage de récupération de I’acide salicylique calculé & partir des rapports
des pentes des droites de calibrations obtenues pour des étalons d’acide salicylique apres
traitement et des étalons préparés directement dans le chloroforme, est montré dans le

tableau 14 et ce, en considérant les bandes d’absorbance sélectionnées.
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Un rendement de récupération variant entre 80% et 120% confirme que le protocole
proposé pourra permettre le dosage spécifique des acides phénoliques de ’algue bleue-

verte Spirulina platensis dans 1’extrait. Le tableau 14 résume la récupération obtenue.

Tableau 14. Pourcentage de récupération

Max (Ligne de base) cm'lv - vll)ourcenbt‘éééb de recuperatlon (%)

T
1615 em™ (1839-1537) cm™ 120
1487 cm™ (1537-1105) em™ 91

I11.6. Détermination du taux d’équivalent d’acide salicylique dans I’extrait réel

II1.6.1. Solvant de récupération

Lors de la réalisation de I’extraction sur les échantillons réels en suivant le
protocole décrit dans la section II, nous avons remarqué que la dilution de I’extrait obtenu
apres évaporation (voir figure 25) avec ImL ou méme plus, de chloroforme ne permettait
pas la récupération de la totalité de I’extrait et que ce dernier resterait coller sur les parois

du ballon. Ceci, est illustré par I’allure des spectres montrés sur la figure 37.
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0.5 Bande de H,0 E
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Figure 37. Spectres IRTF comparatifs de I’acide salicylique (vert) et I’extrait brut (bleu)

récupérés avec CHCl3
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Suite a ce résultat, il a été décidé de modifier la polarité du chloroforme avec 1’ajout de
20% (v/v) de MeOH. Il a été vérifié au sein de I’équipe & travers des travaux antérieurs
dans le domaine, que la qualité des spectres est meilleure avec I’ajout de MeOH
(figure 38-39).
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Figure 38. Spectres comparatifs de 1’acide salicylique (rose) et I’extrait brut du comprimé
(vert) et de I’algue brut (bleu) obtenus apres traitement récupérés avec CHCl3 a
20% MeOH
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Figure 39. Utilisation de I’aire des pics en considérant la zone entre 1800 et 1460 cm’
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Les spectres IRTF comparatifs des extraits du comprimé et de ’algue récupérés
avec le chloroforme et 1’extrait brut récupéré avec le chloroforme de polarité modifiée sont
montrés sur la figure 35. L’analyse des spectres confirme d’un coté que le chloroforme a
20% MeOH permettait la récupération de la totalité de I’extrait et de I’autre coté,
I’utilisation des hauteurs des pics aux bandes sélectionnées est inadéquate car 1’allure des
pics a changé pour les échantillons réels. De ce fait, il est plus judicieux de considérer
I’aire balayant la zone des trois pics (1665, 1615 et 1487 cm™) et ce, en considérant la zone
entre 1800 et 1460 cm™.

IIL.6.2. Caractéristiques analytiques de I’acide salicylique en considérant ’aire des
pics

Les caractéristiques analytiques des solutions de I’acide salicylique préparées
directement dans CHCl; et en considérant 1’aire des pics entre 1800 et 1460 cm'l, sont

résumées dans le tableau 15.

Tableau 15. Caractéristiques analytiques de I’acide salicylique obtenu directement dans

CHCI; en considérant I’aire des pics

Paramétres analytiques Aire des pics entre 1800-1472 cm™
Droite d;-calibration » y= 11560C s
Coefficient de corrélation (R) 0.9999
LD (pg.ml™?) 40
D.S.R % (n=10) 0.14
Domaine de concentration (mg.ml 7) 2.5=20

C : Concentration en mg.mL"', D.S.R(%) : Déviation Standard Relative (pour C=10mg.mL™"), LD : Limite
de détection en pg.mL" obtenue pour un niveau de confiance de 99.6% (k=3).
Conditions expérimentales : Chemin optique 0.1 mm, Résolution nominale 4 cm™, Nombre de balayage 20

scans, Background de la cellule remplie de CHCl;.
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Les caractéristiques analytiques des solutions de I’acide salicylique obtenues aprés
traitement dans CHCI; et en considérant I’aire des pics entre 1800 et 1460 cm'l, sont

résumées dans le tableau 16.

Tableau 16. Caractéristiques analytiques de 1’acide salicylique obtenu aprés traitement en

considérant I’aire des pics

Parametres analytiques Aire des pics entre 1800-1472 cm™
Droite de calibration y= 1.04;C - 0,12.3>18
Coefficient de corrélation (R) 0.9985
LD (ug.ml™) 20
D.S.R % (n=10) 2
Domaine de concentration (mg.ml ™) 2.5-20
Récupération (%) 111

Le pourcentage de récupération de 1’acide salicylique calculé a partir des rapports
des pentes des droites de calibrations obtenues pour des étalons d’acide salicylique aprés
traitement et des étalons préparés directement dans le chloroforme en considérant I’aire des

1

pics de la zone entre 1800 et 1460 cm™, est montré dans le tableau 16, avec une

récupération de 111%.

5



II1.6.3. Détermination du taux d’équivalent d’acide salicylique en considérant I’aire

des pics

Le contenu équivalent d’acides salicyliques de ’extrait du comprimé de 1’algue
bleue-verte Spirulina platensis et de I’extrait de I’algue brut est obtenu en extrapolant les
valeurs d’absorbance dans la droite de calibration établie pour I’acide salicylique traité de
la méme fagon que les extraits réels et en utilisant I’aire des pics balayant la zone entre
1800 et 1460 cm™. Les résultats sont résumés dans le tableau 17 et montrent un taux
d’équivalent d’acides salicyliques contenu dans les extraits des comprimés a base de

Spirulina platensis de 6% et un taux de I’algue brut de 1’ordre de 4.7%.

Tableau 17. Taux d’équivalent d’acide salicylique de I’extrait brut de 1’algue brut et de

’extrait de comprimé de 1’algue Spirulina platensis déterminé par calibration externe.

.~ Massede | Aire* des pics
I’échantillon entre Taux (mg/g)** Taux (%)
(mg) (1800-1472 cm™)
59.3 61.4
929 mg de
comprimé - 580 6
broyé 562
60 = 2.4"
929 mg ; T
; 4.7
d’algue brut 48.1 ! i
47237
|

* Aire de deux mesures indépendantes
** mg d’équivalent d’acide salicylique dans 1g d’extrait brut
#Valeur moyenne + déviation standard de deux mesures indépendantes

-64 -



IV. Extraction et préconcentration des acides phénoliques par une

technique élaborée

Dans le but d’améliorer les paramétres d’extraction utilisés lors du protocole
précédent, a savoir le temps de macération et la qualité et la quantité de solvant utilis€, une
série d’expériences préliminaires basée sur I’extraction assistée par micro-ondes suivie
d’une préconcentration & travers une phase solide a été réalisée pour déterminer le taux
d’équivalent d’acide salicylique dans les comprimés préparés a partir de 1’algue

bleue-verte Spirulina platensis.

IV.1. Extraction assistée par micro-ondes

Pour améliorer les temps de macération et obtenir un extrait & partir des comprimés
préparés a base de 1’algue bleue-verte Spirulina platensis, une technique élaborée qui est
Iextraction assistée par un four & micro-onde domestique modifié a €été employée
(figure 40). Quatre ( 04) comprimés de masse globale 3663.3mg broyés ont été introduits
dans un mélange de 120mL MeOH-Eau 1 :1 (v/v) pendant 5 min avec un cycle de 3sec et

en considérant la puissance maximale de 800W.

| 4 Comprlmes broyes F
120mL MeOH/HZO 1:1 (V/v)

Evaporation rotative i i Extraction par p-onde pendant
g 5min cycle 3sec

: Centrifugation a
~2000tr/min pendant 20 min

IRTF de surnageant

~ _‘ g Récupération de 60mL
n
Solide

Figure 40. Protocole d’extraction assistée par micro-ondes
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Figure 41. Spectre IRTF en phase solide du résidu obtenu aprés évaporation lors

d’extraction assistée par micro-ondes

On comparant le spectre de la figure 41 avec celui de la figure 33, nous pouvons

conclure qu’un temps de 5min par micro-ondes est suffisant pour extraire la majorité du

contenu de la matrice.

IV.2. Procédure de préconcentration des acides phénoliques

Pour améliorer le procédé d’extraction et éviter les pertes de I’extrait qui colle sur

les parois du ballon, une extraction assistée par micro-ondes suivie d’une préconcentration
sur un support solide ont été testés.

Le mélange obtenu aprés extraction par micro-onde est centrifugé pour se
débarrasser des débris, une fois terminer la solution surnageante est passé a travers des
cartouches de phase solide de capacité 3mL préalablement conditionnées avec 2mL de
méthanol suivie de 1mL d’eau distillée. L’élution est réalisée avec 3 fois la fraction de
ImL de chloroforme en derniére étape. L extrait est passé a travers le sulfate de sodium

anhydre (Na,SOy) afin d’éliminer toute trace d’eau. Par la suite, I’extrait est analysé par

spectrométrie infrarouge en phase liquide.
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IV.2.1. Sélection de la phase solide

Dans le but de récupérer la totalité de 1’extrait, nous avons commencé par une étape
préliminaire afin de choisir la phase solide adéquate pour notre matrice et ce, en réalisant

une macération classique.

Pour cela, nous avons employé ’ajout d’un étalon qui est ’acide salicylique afin d’étudier
le phénomeéne de rétention-élution a travers la phase polaire et la phase apolaire et avoir

une idée sur le comportement des acides phénoliques a travers le support solide.

Le protocole suivi est détaillé sur la figure 42.
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Figure 42. Extraction des acides phénoliques par I’EPS
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Dans cette manipulation, le filtrat est chargé en série a travers deux (02) cartouches d’EPS
de type DSC18 et de type Silice. Les deux cartouches sont éluées chacune a part, par le

chloroforme pour leurs postérieure analyse par spectrométrie IRTF.

La figure 43 illustre les spectres infrarouges des extraits passés a travers les deux phases

solides.
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Figure 43. Spectres IRTF comparatifs de 1’acide salicylique de concentration 5Smg.mL"
(bleu) et de I’extrait obtenu apres EPS a travers la Silice (vert) et I’extrait obtenu aprés
EPS a travers la DSC18 (rose).

L’analyse des spectres montrés sur la figure 43, indique que la phase solide DSC18 ne
retient ni ’acide salicylique ni les constituant de 1’extrait du comprimé, alors que la silice

retient I’analyte et ces homologues.

Nous avons constaté aussi un effet matrice remarquable par le déplacement des bandes
vers les faibles fréquences et 1’apparition d’une large bande intense vers 1018 cm™
spécifique au benzéne substitué qui pourrait étre identifiée et exploitée dans de futurs

travaux.
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En conclusion, la phase solide de type silice a été sélectionnée pour la rétention des acides
phénoliques présents dans les comprimés préparés a partir de 1’algue bleue-verte Spirulina

platensis.

IV.3. Extraction et préconcentration des acides phénoliques

Le mélange obtenu aprés extraction par micro-ondes a subi une centrifugation et a
été partagé en deux fractions. L’une des fractions a été enrichie avec une quantité connue
d’acide salicylique de 15mg. Chaque fraction est préconcentrée a travers des cartouches
remplies avec une phase solide polaire de type Silice apres avoir la conditionnée avec 2mL

de méthanol et 1mL d’eau distillée.

Le chloroforme d’élution des cartouches bien séchées a été passé a travers des cartouches
remplies avec du sulfate de sodium anhydre (Na,SOy4) afin d’obtenir une fraction sans

traces d’eau et préte a &tre analysée en infrarouge en phase liquide.

L’organigramme de la figure 44 résume toutes les étapes du protocole appliqué.

70 -



4 Comprimés broyés +
. 120mL MeOH/H20 1 :1 (v/v) |

ARSI N o R ST S R o TR RSS-S0y

i Extraction par p-onde pendant
i Smin cycle 3sec
é‘«:& s e £ ) B X g ARSI : :;:

p .A .
i Centrifugation a
a 2000tr/min pendant 20 min

s S

Récupérer le surnageant
(60mL) Partager en 2

RS

Une partie du surnageant
+ 5mg.ml” Ac Sal

G R o 722

Chargement & travers

cartouche de Silice

Elution avec
3mL CHCI;

Elution (CHCI;) - Séchage

Séchage a
travers
Na,SOq4

Figure 44. Protocole d’extraction et de préconcentration des acides phénoliques
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Figure 45. Spectres IRTF de ’acide salicylique de concentration 5mg.mL" (bleu),
de ’extrait traité sans ajout d’acide salicylique (rose) et de I’extrait traité avec ajout

de 5Smg.mL" d’acide salicylique (vert).

Les résultats montrés sur la figure 45 indiquent que la technique d’extraction élaborée
testée ne permet pas la détermination quantitative des acides phénoliques mais ouvre des

perspectives prometteuses pour des expériences complémentaires.
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Conclusion générale

L’objectif de ce travail a été consacré au développement des applications
quantitatives de la spectrométrie infrarouge & transformée de Fourier IRTF, en vue de

dosage de métabolites secondaires & partir des microorganismes marins utilisés dans

I’industrie pharmaceutique.

On s’est intéressé particulierement a travers cette étude, a la détermination d’une
sous-classe de phénols & savoir les acides phénoliques de I’extrait méthanoique des
comprimés & base de la microalgue bleue-verte « Spirulina platensis » et de ’extrait
méthanoique de ’algue brute cultivée au sud d’Algérie dans la zone de Tamanrasset, par
I'utilisation de la spectrométrie IRTF considérée comme méthode analytique simple,

rapide fiable et disponible.

Une synthése bibliographique importante qui regroupe tous les travaux antérieurs
réalisés sur les procédés d’extraction et les méthodes de dosage des phénols dans la matiére
végétale en général, et les travaux réalisés sur la microalgue bleu-verte Spiruline en
particulier a été réalisée. Il a été révélé a travers cette synthése que la fraction phénolique

est constituée particulierement d’acides phénoliques.

La partie expérimentale décrit d’une part le procédé d’extraction des composés
phénoliques a partir des comprimés a base de 1’algue Spirulina platensis ou de 1’algue brut,
et de Iautre part, au dosage quantitatif des acides phénoliques extractibles dans les extraits

méthanoiques, par spectrométrie IRTF, en utilisant la méthode de calibration externe.

Une alternative de récupération de la fraction phénolique basée sur 1’extraction
assistée par micro-ondes et la préconcentration a travers une phase solide ont été testées a

travers cette étude.

Il a été vérifié, en analysant les spectres infrarouge d’une série de standards
appartenant a la classe des acides phénoliques (acide gallique, acide gallique monohydraté,
acide syringique, acide férulique et acide caféique) que I’acide salicylique choisi comme
témoin (a cause de sa disponibilité) n’est pas spécifique et ne représente pas les différents
composés présents dans la fraction phénolique, de ce fait les teneurs d’acides phénoliques

déterminées sont exprimées sous forme d’équivalent d’acide salicylique dans 1’extrait.

<



Le chloroforme, qui est le solvant adéquat pour les analyses des échantillons par
spectrométrie IRTF, ne permettait pas la récupération quantitative des extraits, on a

procédé a la modification de sa polarité par 1’ajout de 20% de MeOH.

Les valeurs d’absorbances en considérant la hauteur des pics & 1665, 1615 et
3 1486 cm™ corrigées avec des lignes de bases adéquates ont donné, pour la série de
solutions d’acide salicylique préparées directement dans le chloroforme dans un domaine
de lindarité entre 2.5-20mg.mL™" une bonne linéarité avec une bonne précision et des

acceptables limites de détection.

La récupération de I’acide salicylique aprés traitement, en considérant les trois

bandes d’absorbances sélectionnées, variant entre 80 et 120 %.

Lors de I’analyse des échantillons réels, on a remarqué un effet matrice provoque le
déplacement des bandes vers les faibles fréquences et un changement dans 1’allure des
pics. Pour une meilleure fiabilité d’analyse on a opté a I’utilisation de I’aire de pics
contenant les trois pics sélectionnés et ce, en considérant la zone entre 1800 et 1460 em™,

Ce mode de mesure a fourni une récupération de I’ordre de 111%.

Le taux d’équivalent d’acide salicylique de I’extrait des comprimés a base de
’algue bleue-verte Spirulina platensis est de 6%, et pour 1’extrait de 1’algue brut, le taux a

été évalué a 4.7%.
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