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ABSTRACT

Chemical study and evaluation of the antimicrobial activity of volatile fractions
extracted from brown algae - metabolomic approach

The present study consist of three experimental parts. The first concerne chemical study
and the determination of antimicrobial activity of essential oils (EO) and volatiles fractions
(VF) of two species of brown algae, namely Dictyopteris polypodioides and Dictyota
dichotoma.

EO and VF were prepared from the seaweed (dry and fresh) and the crude extract. The
obtained oils were subjected to chemical analysis by GC / MS to identify the chemical
composition and by GC/FID to determine the content of the constituents in the two oils.
The results obtained showed the presence in the chemical composition of D. polypodiodes
of C11 hydrocarbons, sesquiterpenes and in particular sulfur compound. However, the
chemical composition of D. dichotoma is particularly dominated by sesquiterpenes. The
presence of diterpenes was also noted.

Six strains were tested for antimicrobial activity, half of them were gram positive and half
were gram negative. The antimicrobial power was evaluated by determining the minimum
inhibitory concentration for each strain. The oils of D. Polypodioides were particularly
very active against Staphylococcus aureus and Agrobacterium tumefaciens with MIC of
1519ug/ml, nevertheless those of D. dichotoma showed strong activity against
Agrobacterium tumefaciens and Micrococus luteus with an MIC of 6075ug/ml.

The second part treated the study of the influence on the yield and the chemical
composition of the addition of a surfactant with different concentration (0% to 20%) to
hydrodistillation water. Thus, triton X-100 was added at increasing levels for different
hydrodistillation of D. polypodioides. The results obtained show clearly the increase in
yield as a function of the content of Triton followed by a reduction at constant yield and
finally a drop in yield.

The third part is reserved for the study of the influence of the monthly variation on the
chemical composition of the EO of D. polypodioides. An untargeted metabolomics
approach has been adopted in chemical analysis. The results obtained were processed by

principal component analysis, very interesting ecological conclusions were obtained.

Keywords : Brown alga, GC/MS, Antimicrobial activity, ACP, Surfactants.



RESUME

La présente étude comprend trois parties expérimentales, la premiére partie concerne
I’étude chimique et la détermination de I’activité antimicrobienne des huilles essentielles
(HEs) et des fractions volatiles (FVs) de deux espéces d’algues brunes a savoir
Dictyopteris polypodioides et Dictyota dichotoma. Des HEs et des FVs ont été,
respectivement, préparées a partir des algues (séches et fraiches) et I’extrait brut. Les
huiles obtenues ont été soumises a une analyse chimique par CG/SM pour identifier la
composition chimique et par CG/DIF pour déterminer la teneur des constituants dans les
deux huiles. Les résultats obtenus ont montré la présence dans la composition chimique de
D. polypodioides des hydrocarbures en C11, des sesquiterpénes et notamment des
composés soufrés. Cependant, la composition chimique de D. dichotoma est notamment
dominée par les sesquiterpénes. Il a été noté la présence également de diterpénes.

La détermination de 1’activité antimicrobienne a été testée vis-a-vis de six souches dont la
moitie sont a gram positif et ’autre a gram négatif. Le pouvoir antimicrobien a été évalué a
travers la détermination de concentration minimale inhibitrice pour chaque souche. Les
huiles de D. Polypodioides ont été notamment tres actives vis-a-vis de Staphylococcus
aureus et Agrobacterium tumefaciens avec une CMI de 1’ordre de 1519 pg/ml, néanmoins
celles de D. dichotoma ont montré une forte activité vis-a-vis Agrobacterium tumefaciens
et Micrococus luteus avec une CMI de 6075 pg/ml.

La seconde partie a trait 1’étude de I’influence sur le rendement et la composition chimique
de I’addition d’un tensio-actif a I’eau d’hydrodistillation. Ainsi, le triton X-100 a été ajouté
a des teneurs croissantes de [0% a 20%] pour différentes hydrodistillation de D.
polypodioides. Les résultats obtenus montrent clairement I’augmentation du rendement en
fonction de la teneur du Triton suivi d’un pallier a rendement constant et enfin une chute
du rendement. La troisiéme partie est réservée a 1’étude de I’influence de la variation
mensuelle sur la composition chimique d’HE de D. polypodioides. Une approche
métabolomique non ciblée a ét¢ adoptée dans le I’analyse chimique. Les résultats obtenus
ont été traités par analyse en composante principale, des conclusions tres intéressantes sur

le plan écologique ont été obtenues.

Mots clés : Algue brune, CG/SM, Ativité antimicrobienne, ACP, surfactants.
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INTRODUCTION

Les huiles essentielles (HES) des plantes terrestres sont connues depuis la plus haute
antiquité avec la conception des premiers alambics il y a de cela plus de 3500 ans. Elles ont
été appliquées dans différents domaines, notamment en aromathérapie, elles constituent
une source importante de matieres premieres pour les industries pharmaceutique,
alimentaire, cosmétique et de la parfumerie [1]. Les HEs jouent un réle important dans les
interactions allélopathiques des plantes. Elles sont impliquées dans les processus de
défense et de signalisation [2] et dans l'attraction des insectes pollinisateurs [3]. La
composition chimique des HEs est principalement composée de terpénes dérivés des voies
du mévalonate et du méthylérythritol [4]. Les monoterpenes et les sesquiterpénes sont
généralement les principaaux groupes de composés identifiés dans plusieurs HEs [5]. De
plus, certaines huiles contiennent d'autres classes chimiques, telles que les phénols (dérivés
de la voie de l'acide shikimique), les acides gras saturés et insaturés, agissant comme
précurseurs biosynthétiques, les alcanes plus rarement et les dérivés azotés et soufrés.

La chimie des produits naturels marins est beaucoup plus récente, le monde marin

couvre pres de 72% de la surface de la planéte et représente plus de 90% du volume
habitable pour le monde vivant. on assiste depuis les années cinquante du dernier siecle a
un développement fulgurant avec I’isolement et la caractérisation de plusieurs métabolites
secondaires.
A ce jour environ 283000 métabolites ont été isolés et leurs structures élucidées dont
29000 sont issus du milieu marin [6]. L’intérét grandissant accordé au milieu marin est lié
a la grande biodiversité et a la chimiodiversité de I'environnement marin par rapport au
terrestre. Les substances naturelles isolées des algues se caractérisent souvent par la
présence de squelettes chimiques et/ou de nouvelles structures, rarement observées, voire
inconnues au milieu terrestre, dont beaucoup d’entre elles sont dotées d’une activité
biologique intéressante [7].

Parmi les organismes marins, une attention toute particuliére est portée sur les algues
qui occupent une place tres importante dans le milieu marin avec plus de 160000 especes
en 2021 apparentes a tous les niveaux évolutifs [8,9]. Cependant, les algues brunes,
renfermant 285 genres et approximativement 1800 espéces connues par leur distribution

mondiale [10-11]. Ces algues se sont révélées étre une source extrémement riche en



métabolites secondaires, ayant exhibés une myriade d’activités biologiques (activité
antioxydant, antimicrobienne, antifoulling, et cytotoxique...etc) [12]. Néanmoins, I’activité
antimicrobienne demeure celle ayant fait I’objet d’un nombre impressionnant de travaux de
recherche chez ces algues mais également chez les autres especes d’algues. L’étude
chimique des HEs des algues marines est trés récente. Les premiers travaux sur les produits
volatils d’algues étaient 1’ceuvre de Katayama et remontent aux années 1960 [13-15]. Vers
la fin des années 1970, Moore [16,17] et d'autres chercheurs se sont a nouveau penchés sur
la question des produits volatils d'origine marine. Depuis les années 1980, les notes
parfumées d'origine marine suscite un intérét de plus en plus grandissant chez les
parfumeurs, des espéces du genre Dictyopteris et Dictyota constituent 1’exemple édifiant
dans ce cadre.

La composition chimique des HEs et des FVs des macroalgues renferme des
composes habituellement rencontrés dans les HEs terrestres. 1l s'agit notamment des
hydrocarbures simples et oxygénés, des terpenes et des acides gras. Cependant, elles
contiennent des composés spécifiques tels que des produits halogénés, des hydrocarbures
en Cy1, des composes soufrés et des terpenes halogénés. Les composés spécifiques jouent
un role tres important dans I'écologie chimique ; ils sont impliqués directement dans les
mécanismes de defense et/ou de communication chimique. 1l faut bien le souligner,
contrairement aux espéeces terrestres, les algues marines odorantes sont rares. Les especes
marines du genre Dictyopteris et Dictyota font partie de cette catégorie exceptionnelle et
rare des algues odorantes [18], elles sont bien connues par leur odeur marine
caractéristique que 1’on retrouve souvent dans 1’air autour du littoral [17,19]. L'odeur
caractéristique de l'océan est due, en particulier, a une fraction d'hydrocarbures acycliques
et cycliques non isoprénoides en C11 agissant comme des phéromones jouant un role
important dans la communication chimique [20], ce sont les composeés les plus abondant
dans les algues brunes du genre Dictyopteris [21]. L’ambiance marine est également
caractérisée par 1I’odeur « sulfurée » qui ne provient pas seulement du sulfure de diméthyle
isolé en quantité relativement importante a partir de certaines espéces, mais aussi de lipides
soufrés, de composés halogénés. La note marine c’est aussi I’apport des sesquiterpenes
halogénés et non halogénés dotés d’une odeur caractéristique avec un seuil de perception
appréciable. L’espéce Dictyopteris polypodioides, connue sous le nom de D.
membranacea, a été signalée dans divers sites du monde [22]. Bien que cette espece soit
largement répartie, les principales études chimiques et biologiques ont été réalisées avec

celles récoltées au large de la mer Méditerranée (France, Algérie, Gréce, Egypte) [23].



Les algues brunes du genre Dictyota sont trés répandues dans le monde entier et
sont communes le long des cotes de la mer Méditerranée. Elles ont fait 1’objet de plusieurs
études chimiques, ce sont des especes caracterisées par leur capacité a garder leur surface
relativement exempte d'encrassement biologique, liés certainement a leur production d’un
large éventail de composés bioactifs, notamment les diterpénes. Ces derniers offrent un
large spectre d’activités biologiques, notamment le pouvoir anti inflammatoire, anti
microbien, anticancéreux, anti viral et antifongique [12]. Il y a lieu de noter 1’apport
considérable de la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CG/SM) dans la séparation et la caractérisation de la composition des HESs. La conception
d’une grande variété de colonnes capillaires tres performantes a contribué grandement dans
la séparation des mélanges complexes rencontrés dans les HEs. D’autre part, le
développement d’une panoplie d’analyseurs au niveau du détecteur de masse
(quadripolaire, piege d’ions, temps de vol,..) associé a la mise en place de I’analyse en
tandem (MS/MS) avec la combinaison de plusieurs analyseurs a permis de fournir a
I’opérateur des données structurelles extrémement riches en informations. Le
développement de bangues de données de plus en plus riche (contenant des centaines de
milliers de spectre de masse) intégrées au logiciel de pilotage de 1’analyse CG/SM a été un
atout considérable dans 1’identification de la composition chimique. Enfin, il est judicieux
de préciser I’apport de D’approche métabolomique dans 1’analyse de la composition
chimique. Notre travail s’intégre a cette large thématique et porte sur I’étude chimique et la
détermination de I’activité antimicrobienne des FVs et HEs obtenues a partir de deux
algues brunes méditerranéennes, Dictyopteris polypodioides (D. polypodioides) et Dictyota
Dichotoma (D. Dichotoma).

Le présent manuscrit regroupe quatres parties :
- La premiére partie est consacrée a une synthése bibliographique portant notamment

sur les métabolites secondaires des algues brunes D. polypodioides et D.

dichotoma.

- La seconde partie est réservée a 1’étude chimique et la détermination de 1’activité
antimicrobienne des deux espéces d’algue D. polypodioides et D. dichotoma.
- Latroisieme partie porte sur le développement de procédés d’extraction assisté aux

tensioactifs et appliqués a I’espece D. polypodioides.



- La quatrieme partie concerne une analyse métabolomique de la composition
chimique de I’espéce D. polypodioides récoltée a différentes périodes.

Nous terminons par une conclusion générale et des perspectives au présent travail.



CHAPITRE 1

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1. Généralité sur les algues

Les algues constituent un groupe de végétaux photosynthétiques trés variés et dont
I’appareil végétatif relativement simple est appelé «thallen. Ce dernier renferme une
structure a sa base (rhizoides, crampons, disques...) permettant I’ancrage de I’algue sur un
support, qui pourrait étre : une roche (algues épilithes), une plante (algues épiphytes), un
animal (algues épibiontes) ou parfois méme le sable. Le thalle exhibe une grande variété de
formes pouvant étre de lames simples ou des structures plus complexes ayant un relief
rappelant des tubes, des tiges et des feuilles ou encore des boules remplies d’eau. La
contexture est également tres diversifiée : certaines especes d’algues sont gélifiées, voire
de texture cartilagineuse ou spongieuse. Les caractéristiques morphologiques liées au
nombre et le type de ramification (insertion, disposition par rapport a I’axe principal)
jouent un role trés important dans I’identification des algues [24]. Enfin, certaines algues
possédent un thalle trés rigide, liés a 1’agglomération du carbonate de calcium ou
aragonite, dans les parois de leurs cellules. Certaines algues rouges présentent une texture
entierement calcifiée formant ainsi des croQtes aussi rigides que les rochers qui leur sert de

support [25].

En termes de structure, les cellules des algues (plantes inférieures) ressemblent a celles des
plantes supérieures. Elles renferment une paroi cellulaire en partie cellulosique, des petits
noyaux et des plastes pigmentés ou chromatophores renfermant de la chlorophylle
fréguemment dissimulée par des pigments surnuméraires qui donnent aux thalles des
couleurs [25]. Les algues ont des formes et des dimensions tres variables, certaines de taille
microscopiques, appelées microalgues, d’autres mesurent plusieurs metres de longueur,
appelées macroalgues. Toutefois, les deux classes d’algues ont des caractéres communs.
Les algues sont principalement aquatiques, elles se retrouvent le plus souvent dans les eaux
marines mais également dans les eaux douces, certaines vivent sur la neige ou la glace des

régions polaires et des hautes montagnes.



D’autres especes ont la capacité de survivre dans les eaux des sources thermales a des
températures élevées (algues thermophiles). Elles regroupent 20 000 & 30 000 especes dans

le monde, soit 18% du regne végetal [26].

1.1 Systématique et taxonomie des algues

La systématique des algues est ’ccuvre du botaniste frangais Pitton de Tournefort
(1656-1708) [27] qui a regroupé les espéces en genres, s ensuit les travaux du naturaliste
suédois Carl Von Linné (1707-1778), considéré comme étant le fondateur de la
systématique (et/ou taxonomie), qui a classé les organismes en groupes de plus en plus
larges : especes, genres, familles, ordres, classes, embranchements (ou phylums) et regnes.
Selon Feldmann et Chadefaud [28, 29], les algues sont classées en six embranchements
différenciés par des criteres biochimiques (la nature des pigments, la nature et la situation
des réserves glucidiques) et cytologiques (organisation cellulaire, présence et /ou absence,
le nombre et la disposition des flagelles).

En termes de composition pigmentaire, trois grands ensembles peuvent étre distingués et sont a
dominance : phycoérythrine, Xanthophylles et Chlorophylles. Les matiéres de réserves
appartiennent principalement au groupe des glucides, il s’agit notamment de 1’amidon, le
rhodamylon ou amidon floridéen, le paramylon et le mannitol. Concernant le caractére
cytologique, le nombre et la forme des chloroplastes sont assez différents et peuvent servir de
criteres permettant de caractériser certains groupes. Nous allons présenter dans ce qui suit les

six embranchements avec les principales caractéristiques pour chacune d’elles :

e Pyrrophycophyta : Algues unicellulaires marines ou d’eau douce. Les principaux
pigments sont la chlorophylle a et ¢ a c6té des caroténoides. L’amidon représente
la principale réserve glucidique. Elles renferment deux a trois flagelles latéraux

inégaux.

e Euglenophycophyta : Algues unicellulaires des eaux douces riches en matieres
organiques, renfermant de la chlorophylle a, b et les carotenoides en tant que
pigments et le paramylon en tant que matiere de réserve. En termes de flagelles,

elles disposent de 1 a 3 apicaux inégaux.

e Chrysophycophyta : La majorité sont unicellulaires. Algues d’eau douce et/ou
marines caractérisées par la présence de la chlorophylle a, c¢ et les caroténoides

notamment la fucoxanthine.



e Chlorophycophyta : Algues vertes. Elles peuvent étre unicellulaires ou
pluricellulaires. Elles sont marines, eaux douces et/ou milieux terrestres. On note
la présence de la chlorophylle a, b et les caroténoides a c6té de I’amidon en tant

que matiére de réserve.

e Pheaophycophyta : Algues brunes. Toujours pluricellulaires et dans la quasi-totalité
marines. Elles sont marquées par la présence de la chlorophylle a, c et les
caroténoides particuliecrement la fucoxanthine. L’amidon représente la majeure

matiere de réserve. Elles comportent 2 flagelles latéraux inégaux.

e Rhodophycophyta : Algues rouges. Elles sont essentiellement pluricellulaires et en
grande majorité marines notamment dans les eaux chaudes. Les principaux
pigments sont la chlorophylle a, les phycobilines et les caroténoides. Elles se

distinguent par I’absence de cellules flagellées.

Il y a lieu de souligner I’'importance écologique de la pigmentation. En effet, les algues
vivent dans la zone «euphotique » caractérisée par une gamme de profondeurs
relativement faible (100 — 200m) permettant ainsi la réalisation de la photosynthése. Etant
donné que I’absorbance de I’eau est liée a la longueur d’onde, par conséquent, on peut
admettre que les plus grandes longueurs d’ondes (lumiére rouge de faible énergie) sont
fortement absorbées. Il se produit un spectre de la lumiére qui a tendance a un
enrichissement en rayonnement de courte longueur d’onde (bleu /vert) aux grandes
profondeurs. Par voie de conséquence, 1’adaptation d’une algue aux grandes profondeurs
est liée a son aptitude d’utiliser les longueurs d’onde courte. C’est ainsi que les algues
vertes dont les pigments absorbent facilement la lumiére rouge se développent dans des
zones proches de la surface. A I’extréme opposé, les algues rouges, caractérisées par des
pigments qui absorbent aux longueurs d’onde courtes, sont cantonnées dans les
profondeurs de la mer en cohérence par rapport a leur adaptation écologique qui constitue

la composante majeure de 1’évolution des espéces et par conséquent de la biodiversité.

1.1 Répartition des alques

Comme indique dans le précédent paragraphe, la répartition des algues est avant tout
une adaptation écologique. Egalement, la vie des algues est liée a I’eau et peuvent par
conséquent s’implanter dans tous les types d’habitat convenablement humides et bien

éclairés. Elles sont rencontrées dans les eaux douces, la mer, sur le sol humide et méme sur



la neige. Les algues étant photosynthétiques par conséquent, elles sont dépendantes de la
présence de la lumiére. De plus, Les algues sont contraintes d’étre fixées a un substrat,
ainsi, la contexture, le niveau de cohésion et les propriétés chimiques du substrat exercent

une grande importance sur la répartition spatiale des espéces [30].

2. Contexte historigue de la chimie des produits naturels

Les parfums des plantes terrestres ont suscité I'intérét de 1’homme depuis I'antiquité,
ils étaient liés aux aspects spirituels et civilisationnels. Les premiers travaux de recherche
sur les produits volatils odorants ont été réaliseés sur les plantes aromatiques qui font partie
d’un milieu familier a la civilisation humaine. Sur le plan scientifique, les phytochimistes
ont rapidement associé les odeurs émanant des arbres et des arbustes aux terpenes,
notamment les monoterpenes (terpene est un mot inventé par Kekulé et utilisé pour décrire
la composition chimique de I’essence de térébenthine), 1’odeur d’épices aux phénols et
dérivés, I’odeur fruitée et des fleurs aux aldéhydes, esters et cétones. L'odeur associée a la
flore marine est beaucoup moins familiére, une situation liée a diverses considérations
notamment techniques dont notamment la difficulté d’accés au milieu marin. Egalement, il
faut bien le souligner, contrairement au grand nombre de plantes odoriférantes terrestres,
peu d'algues marines, arrachées par les vagues déchainées et rejetées sur la plage ou le bord
de mer, ont une odeur attrayante. En outre, la chimie des produits naturels des organismes
terrestres (plantes, animaux, ...) est connue avant le XIXe siecle, la chimie des produits
naturels marins est plus récente, elle n'a émergée que depuis 75 ans. Cet état de fait est lié,
comme précisé ci-dessus a diverses raisons, entre autres les faibles connaissances, mise a
disposition de I’homme, du milieu marin et de son environnement. Les avancées
techniques avec la conception des premiers scaphandriers, ont permis une avancée
spectaculaire de la recherche sur les produits naturels d’origine marine. D’ailleurs, ce n’est
guére une surprise, mais plutdt naturellement, que la chimie des produits naturels marins
était devenue une sous discipline importante de la chimie des produits naturels. Un
engouement particulier a cette spécialité a conduit a I’isolement et la caractérisation de
milliers de métabolites secondaires appartenant a des squelettes chimiques originaux sans

équivalent dans I'environnement terrestre.

2.1 Généralités sur les produits volatils d’algsues marines

Historiquement, les HEs volatiles des plantes terrestres ont été utilisées dans les

civilisations chinoises [31] et égyptiennes [32- 34], alors que les premiers travaux sur



I'isolement des produits volatils des algues marines ont été réalisés, au début des années
1930, sur l'algue brune V. Fucus [35] et les algues rouges P. fastigiata et P. nigrescens
[36]. Cette etude est suivie plus tard par les recherches de Katayama en 1951-1962 [13] et
Moore avant 1966 [17]. Les composés organiques volatils présents dans les algues
marines, relachés dans I'eau de mer par diffusion moléculaire, participent au processus de
communication chimique ; ces composés jouent un rdle important en tant que composés
allélochimiques (phéromones..) impliqués dans le processus écologique de 1’espéce
(communication et interaction avec le milieu environnant) [37,38]. Les espéces d’algues
brunes produisent des composés organiques volatils en relation étroite avec leurs
physiologies ; les algues doivent s'adapter aux contraintes abiotiques de leur écosysteme
[39]. Les composants volatils des algues marines contiennent un mélange de classes
chimiques telles que les terpenes, les hydrocarbures, les acides gras, esters, alcools,
aldéhydes, cétones [40-44], hydrocarbures en C11 [17, 45], polyphénols et dérivés [46,
471, composés halogénés [48] et composés sulfurés [49, 50]. L'odeur océanique distinctive
est due a la présence de terpenes, en particulier, a une fraction d'hydrocarbures en C11 non
isopréniques (absence de couplage d’isoprénes) acycliques et cycliques agissant comme
phéromones et jouant un réle important dans la communication chimique [20], ils semblent
étre le groupe de composés le plus abondant dans les algues brunes du genre Dictyopteris
[17]. Les monoterpénes identifiés dans les algues, rencontrés également dans les plantes
terrestres, comme le linalool, le citral, le géraniol, le terpinoléne, le 1,8-cinéole, le a-
pinéne, l'eugenol et I'isoeugenol sont valorises en parfumerie a cause de leur belle senteur.
Cependant, les odeurs désagréables sont liées aux amines, aux composes halogénés,
sulfurés et autres composes spécifiques [51], le sulfure de diméthyle principalement
distribué chez les algues vertes (Chlorophyta) et chez certaines especes de la famille
Rhodophyta [52] est un composé caractérise par une odeur tres désagréable. 1l résulte du
clivage enzymatique de I'nydroxyde de diméthyle-2-carboxyéthylsulfonium, provenant des

espéces d'algues vertes [53].

2.2 Fractions volatiles des alques marines

Les composes organiques volatils (COV) sont des molécules, relativement, de petites
tailles ayant un caractere hydrophile faible a modéré [54] et une pression de vapeur élevée,
d’ou leur grande volatilité. Ils peuvent traverser les membranes cellulaires pour étre libérés
dans l'atmosphére [55]. Les COV agissent comme un langage utilisé par les plantes pour la

communication et l'interaction avec le milieu ambiant (composés sémiochimiques)
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notamment dans la reproduction (phéromones sexuelles) [55], la défense chimique [55,56]
contre les herbivores et comme inhibiteurs de bactéries et de champignons [57]. Dans les
écosystemes aquatiques, les algues peuvent libérer un large spectre de COV comprenant
notamment des terpénoides, des furannes, des composés soufres, des alcanes, des alcénes,
des alcools, des aldéhydes, des cétones et des esters [58]. Cette libération est influencée par
des facteurs environnementaux tels que la lumiére, la température, les conditions
nutritionnelles et les stress abiotiques [59]. Certains composés volatils présents dans les
algues brunes comme I'ammoniac, la méthylamine, et la triméthylamine sont générées par
des microorganismes ou par des réactions chimiques. D’autres composés volatils peuvent
agir comme protecteurs des algues marines, c’est le cas du holohedral diterpene, qui
défend les algues contre les poissons herbivores et de certains invertébrés [60].

Dans ce qui suit, nous allons discuter, brievement, les différentes classes de composés

chimiques des COV d’algues marines.

2.2.1 Hydrocarbures et hydrocarbures oxygénés

Les alcanes et alcénes sont des composés courants dans la majorité des fractions
volatiles et des HEs de macroalgues marines. La composition chimique révéle la présence
des hydrocarbures saturés linéaires et ramifiés de C; a Css [40, 61-63], les hydrocarbures
insaturés de Cg a Cyg avec la présence de 1 [40, 61-63] a 4 degrés d'instaurations [41] dans
la FV obtenue par différentes techniques d'extraction.

Nous avons également noté la présence de mono- et di-alcool de C4-Cig [40, 61-63, 64,
65]. 11 faut souligner aussi I’existence des aldéhydes aliphatiques a chaine courte (Cg, Co)
et a chaine moyenne (Cyo) qui se forment dans les algues a partir d'acides gras (Cy), alors
qu'elles sont formées a partir de C1g dans les plantes supérieures [66-68]. 1l a également été
signalé que les aldéhydes a longue chaine (Ci4, Cq7) de l'algue verte U. pertusa [69, 70]
sont formés par la décomposition des acides gras par le 2-hydroperoxyacide ; ce dernier est
présent dans une variété d'algues marines [71, 72]. En plus des aldéhydes, les composés
cétoniques ont été couramment signalés dans la composition aromatique des algues [73] ;
le B-ionone et le 6-méthyl-5-hepten-2-one sont formés par le clivage oxydatif de
caroténoides tels que le lycopéne et le phyoténe [74]. Le B-ionone, présent dans plusieurs
HEs des plantes terrestres est un odorant puissant pour l'industrie du parfum. Le 6-méthyl-
5-heptene-2-one, en plus de sa note parfumée agréable, est souvent utilisé comme
intermédiaire dans la synthése de plusieurs monoterpénes valorisés en parfumerie. En

outre, d'autres composés cétoniques simples (Cs-Cyo) tels que le maltol [62], I'octan-3-one
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[64], nonacosan-2-one [75] et undeca-1,4-dien-3-one [45] sont identifiés dans des fractions
d'algues. Les acides gras saturés en Cs & Cyg et leurs dérivés esters ont également été
identifiés dans la composition chimique des fractions volatiles d'algues [40]. Les acides
gras insaturés et leurs esters correspondants, en particulier les esters méthyliques des
acides 5,8,11,14-eicosatétraénoique et le 5,8,11,14,17-pentaénoique [45], sont couramment
rencontrés ; cela est probablement lié a leurs implications dans les processus de

biosynthése d'autres métabolites.

2.2.2 Composés halogénés

Les composés halogénés volatils sont relativement assez rares chez les plantes
terrestres, mais, sont habituellement rencontrés dans les algues marines, probablement,
en raison de la présence des ions de chlorure et de bromure a une forte concentration
dans I'eau de mer. Les algues rouges possédent la plus grande abondance en composes
organiques halogénés, que l'on trouve sous forme de terpénoides, de phénols, de
composés carbonylés et de métabolites dérives d'acides gras [48]. lls ont été produits
dans les algues marines et émis dans l'atmosphére ; les plus grandes quantités de
composés bromés libérés ont été faites par L. saccharina [76]. Des études chimiques sur
des algues marines ont montré la présence de 2-bromophénol, 2,4-dibromophénol, et
2,4,6- tribromophénol dans de nombreuses algues rouges, vertes et brunes. La
biosynthése des bromophénols dans U. lactuca, a été illustrée, par l'intermédiaire des
bromoperoxydases en présence de précurseurs tels que le phénol, l'acide 4-
hydroxybenzoique et le 4-hydroxybenzylalcool [77]. Les bromoperoxydases sont
impliquées dans la biosynthése des alcanes, tels que CHBr3;, CH2Br,, CHCIBTr,, et dans
plusieurs autres organismes marins [78]. La biosynthése des organohalogénés a suscité
un intérét considérable au regard du nombre de rapports publié dans la littérature [79-
81]. En comparaison aux composés bromés, les iodoperoxydases sont responsables de la
production de composeés iodés dans les algues marines [82-84]. L'étude chimique de 29
especes de macro-algues révele qu'elles libérent des composés iodés volatils comme :
iodoéthane, 1-iodopropane, 2-iodopropane, 1-iodo-2-méthylpropane, 1-iodobutane, 2-
iodobutane, diodométhane et chloroiodométhane [85] ; dont le diiodométhane était le
principal composé iode libéré par les macro-algues brunes [86].
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2.2. 3 Composés aminés

Les composés amines ont été décrits a plusieurs reprises dans les algues marines
[87-89], les petites molécules d'amines telles que la méthylamine, la diméthylamine,
I'éthylamine et la propylamine ont été identifies dans les algues [90]. Les amines
volatiles dans les algues résultent de la décarboxylation des acides aminés [90]. Bien
qu'ils soient présents dans les algues brunes et vertes, les composés aminés ont surtout

été rencontrés dans les algues rouges.

2.2.4. Composeés terpénoides

Les terpénes, ou terpenoides, sont une classe importante et diversifiée de métabolites
secondaires des plantes, produits par de nombreuses variétés de plantes et d'algues a partir
d'éléments constitutifs de I'isopréne ; ils jouent un réle écologique majeur, notamment dans
la défense contre les insectes et les herbivores qui se nourrissent de plantes [86].
Cependant, certains terpénoides sont impliqués dans le métabolisme primaire, comme la
stabilité des membranes cellulaires et la photosynthese. Les terpénes, caractérisés par une
énorme diversité structurelle, sont les principaux constituants des HEs des plantes
terrestres et des algues marines [91], ils se caractérisent par leur odeur forte et agréable.
Les terpénoides sont biosynthétisés principalement par deux voies, la voie mévalonate et la
voie phosphate de méthyl-2-érythritol (MEP) dite aussi non mévalonique. Le criblage
chimique des FVs et/ou des HEs des algues révele la présence d'une forte teneur en
monoterpenes, sesquiterpenes et rarement en diterpénes [45]. Les monoterpenes acycliques
les plus importants trouvés dans les algues sont : myrcéne (1), ocimene (2), géranial (3),
néral (4), citronellol (5) et le géraniol (6) (figure 1.1). De plus, les composés les plus
odorants identifies dans les algues sont inclus dans le groupe des monoterpénes acyclique
[92]. Dans le méme contexte, 1,8-cinéole (7) est le composé le plus courant des
monoterpénes monocycliques des algues brunes [92], tandis que I’a-pinene (8) et le B-
pinene (9) (figure 1.2) sont les monoterpenes bicycliques les plus abondamment trouvés
[92, 93].
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Figure 1.1 : Monoterpénes acyclique commun des algues

S

Figure 1.2 : Monoterpenes monocyclique et bicycliques des algues

Les sesquiterpenes des macroalgues marines constituent un groupe de métabolites
secondaires nettement plus important en comparaison aux monoterpénes [94] ; certains
d'entre eux sont halogénés [95]. A Il’instar des autres métabolites secondaires, les
sesquiterpénes agissent comme des composés semiochimiques, ils sont donc impliqués
dans les mécanismes de défense chimique en plus des autres activités, probablement non
élucidés, exercés en tant que phéromones. lls peuvent étre acycliques, cycliques ou
bicycliques, et comprennent plusieurs structures originales. Parmi toutes les macroalgues
marines, le genre Laurencia (algues rouges), Dictyopteris et Dictyota constituent la source
la plus riche en sesquiterpénes, et sequiterpenes halogenés. Les sesquiterpénes les plus
courants signalés dans les algues marines sont regroupés dans le tableau 1.1 illustrés par la
figure 1.3. Les seuls diterpenes et triterpénes decrits comme composes volatils sont,
respectivement, le phytol et le squaléne [96], bien qu’au regard de leurs structures, ils n’ont

pas la volatilité suffisante. Le phytol est un produit de dégradation de la chlorophylle et le
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précurseur de la vitamine E [96]. Le squaléne, pour sa part, est le précurseur des stéroides

via I’epoxysqueléne [96].

Tableau 1.1 : Les sesquiterpenes les plus courants des macroalgues

N° Composés especes
10 E- Farnesene Dictyopteris membranacea, Dictyota dichotoma
11 Bangia fuscopurpurea, .Cystoseira mediterranea,Callithamnion
Hexahydr-Farnecyl acetone grar_lulatum, Cystoseira elegance, Polysiphonia denudata, Laurencia
papillosa.
12 aCubébene Dictyopteris membranacea, Dictyota dichotoma
13 BCubébene Dictyopteris membranacea, Dictyota dichotoma
14 aCopaéne Dictyopteris membranacea, Dictyota dichotoma
15 (-)-Copaéne Dictyota divaricata
16 6Cadinene Dictyopteris membranacea, Dictyota dichotoma, Zostera marina
17 yCadinéne Dictyota divaricata, Dictyota dichotoma
18 aCadinol Pyropia tenera, Ulva pertusa
19 6Cadinol Zostera marina, Dictyota divaricata
20 1-10-epi-cubebol Dictyopteris membranacea
21 Cubenol Dictyota divaricata, Dictyota prolifera, Pyropia tenera, Ulva pertusa
22 Epi-cubenol Zostera marina
23 Cadalene Dictyota divaricata
24 a Calacoréne Dictyopteris membranacea
25 3 Bourbounéne Dictyopteris membranacea, Dictyota dichotoma
26 Azuléne Dictyopteris membranacea
27 Axenol Dictyopteris membranacea
28 Aromadendréne Dictyopteris membranacea, Dictyota dichotoma
29 o Amorphéne Dictyopteris membranacea, Dictyota dichotoma
30 Albicanol Dictyopteris membranacea
31 B Eleméne Dictyota dichotoma
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Figure 1.3 : Sesquiterpénes communs décrits dans les huiles essentielles d’algues marines

2.2.5 Terpénes halogénés

La classe des algues rouges développe une voie biosynthétique privilégiée des
hydrocarbures halogénés dont un nombre trés important a été isolé a partir des Rhodophyta
[97, 98]. En comparaison avec la majorité des macroalgues, le genre Laurencia semble étre
le plus prolifigue en sesquiterpénes halogénés qui appartiennent notamment aux
squelettes : chamigrane, laurane, brasilane et d’autres dérivés réarrangés [99, 100].

Bien que la concentration du chlore soit nettement plus élevée dans les eaux marines par

rapport au brome, curieusement, les produits naturels marins sont souvent bromes.
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Le premier sesquiterpéne bromé (figure 1.4) est la cétone spirolaurenone (32) appartenant
au squelette chamigrane décrit dans I’HE de L. glandulifera (Japon) en 1970 [101] suivi du
10-bromo-7-chamigren-2-one (33) dans la méme espéce [102]. Il semble que le
preintricatol (34) identifie dans L. Gracilis [103] est le précurseur de tous les
sesquiterpenes halogénés appartenant au squelette chamigrane. D’autres métabolites tels
que les puertitols A (35) et B (36) ont été décrits dans L. obtusa [104] tout comme les
métabolites (37) et (38) a partir de L. caespitosa [105]. Un sesquiterpéne halogéné,
caractéristique de la famille des Rhodomelaceae, est I’Elatol (39) qui a été isolé de L. elata
[106] et a partir d’autres espéces de Laurencia [107]. Concernant les monoterpenes
halogénés, les métabolites isolés appartiennent a trois familles d’algues rouges :
Plocamiaceae, Rhizophyllidaceae [108, 109] et Ceramiaceae [110]. Les monoterpenes
halogénés sont caractérisés par la présence : de plusieurs halogénes (chlore et brome) sur la
méme structure et des cycles carbonés peu communs. Tous les monoterpenes halogénés

dérivent de I’halogénation du myrcene et de 1’ociméne [110].
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Figure 1.4 : Sesquiterpenes halogénés des algues rouges du genre Laurencia
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3. Composés organigue volatiles des alques brunes (Phéophycées)

Cette partie est consacrée a I’étude chimique des composés volatils aux algues brunes
d’une maniére générale et particuliérement les deux genres Dictyopteris et Dictyota. Ce
choix est justifié du fait que les algues brunes, et spécifiquement ces 2 genres, occupent
une place privilégiée en termes de diversité chimique [22, 111-113, 114]. L’intérét
particulier accordé au Dictyopteris et Dictyota est lié au fait que les deux especes qui font
I’objet de notre étude expérimentale a savoir, D. polypodioides et D. dichotoma

appartiennent, respectivement, a ces deux genres.

3.1 Hydrocarbures en C11 non-isopréniques des algues brunes

Les algues brunes produisent une variété de composes volatils, assez spécifiques,
dont la nature chimique et la fonction biologique sont différentes de celles des algues
rouges. Ce sont des hydrocarbures & 11 atomes de carbone sans halogénes qui peuvent
étre classés en quatre groupes selon leur structure chimique [115] : (a) dérivés du
cyclopropane, (b) dérivés du cyclopenténe, (c) dérivés du cycloheptadiene, et (d)
oléfines acycliques. Le seul hydrocarbure volatil a huit atomes de carbone identifié dans
les algues brunes est le fucoserraténe. Ces métabolites, qui sont connus chez toutes les
especes de la classe des phéophycées, ne sont pas spécifiques a un ordre ou a une
famille. lls ont été isolés dans divers groupes dalgues brunes, tel que: Zonaria,
Desmarestia, Dictyota, Ectocarpus, Laminaria et Fucus, il semble étre tres abondant
dans les algues brunes du genre Dictyopteris [17]. lls sont impliqués dans le processus
de reproduction de l'algue ; ce sont des phéromones sexuelles. A ce jour, il a été révélé
que ces phéromones d'algues sont impliquées dans au moins trois interactions
écologiques bien définies [116] : (i) la synchronisation des accouplements des cellules
males et femelles déclenché par la libération de spermatozoides males, (ii)
I'amélioration de l'efficacit¢ de l'accouplement par I’attraction, et (iii) la défense
chimique de la plante expliqué par la présence de grandes quantités de phéromones a
l'intérieur de 1’espece et qui sont libéré du thalle vers son environnement. En outre, la
relation entre les structures des phéromones et les classifications taxonomiques des
algues n'est pas toujours établie. Jusqu'a présent, une série de 12 hydrocarbures et
époxydes ont été caractérises, et plus de 50 stéréo-isoméres sont connus dans les
bouquets de phéromones de plus de 100 espéces différentes d'algues brunes [20, 54,

116-117]. De plus, la présence d’hydrocarbures en C11 n'est pas seulement limitée aux
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algues brunes marines. Les mémes composés ont été signalés dans des cultures de
diatomées [118], lors de la floraison des microalgues dans les lacs d'eau douce [119] et
dans certaines plantes supérieures [120, 121]. En comparaison avec le nombre d'especes
d'algues brunes, la chimiodiversité des phéromones est relativement limitée, de sorte
que l'activité sémiochimique d'une méme molécule est observée chez plusieurs espéces.
Dans les algues brunes, les gamétes femelles sécrétent un mélange de produits et non
pas une seule phéromone. Toutefois, il a été verifié que I'activité biologique est associée
a un seul constituant qui peut ne pas étre le produit majeur. Ces sous-produits jouent
quelquefois un role de modulateur de réponse des gameétes et en général, ils n’ont pas

une fonction biologique déterminée [115].

Ils appartiennent a la méme classe chimique que le produit biologiquement actif avec
des instaurations variables. L’utilisation des différents stéréoisomeres des phéromones
augmente la diversité des signaux moléculaires. Le tableau 1.2 regroupe les phéromones
en C8 et C11 isolées a partir des espéces d’algues brunes ainsi que leurs activites

d’attraction (A) ou d’émission (E).

Tableau 1.2 : Phéromones en C8 et C11 isolés a partir des algues brunes

Attraction/

N I\rllg:?)rﬂzi Structure Emissio Espéces d’algues
P chimique n A/E
Scytosiphonsp. Ectocarpus
A fasciculatus, Adenocystis
40 Ectocarpene tricularis.
Sphacelaria rigidula
—\/ A/E Desmarestia acculeata (6R),
41 D D.viridis.
esmarestene A Cladostephus spongiosus (6R),
D.firma (6R)
A Dictyota dichotoma

,Dictyota diemensis,

42 Dictyotene A Dictyota prolifera.
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43

Lamoxirene

AIE

Laminaria angustata, L.sinclari
L.japonica, L.digitata,
L.hyperborea
L.sacharina, Pleurophydus,
Alaria classiforia, A.esculenta,
A.marginata, Ecklonia radiata,
Eiseniaarborea, Pterygophora
california, undaria pinnatifida ,
Dictyoneuropsis reticulata,
Lessoniavariegata,
Lessoniopsis littoralis,
Macrocystis integrifolia,
Macrocystis pyrifera,
Nereocystis luetkeana ,
Pelagophycus porra, Agarum
cribrosum, Cymmathere
triplicata, Hedophyllum sessile,
Kjellmaniella gyrata,

44

Cystophorene

Cystophora siliguosa.

45

Fucco-
serratene

Fucus serratus,
F.spiralis,
F.vesiculosus.

46

Pre-
ectocarpene

Ectocarpus siliculosus.

47

Hormosirene

Hormosira banksii,
Xiphophora chondrophylla,
X.gladiata, Durvillaea
antarctica, D.potatorum,
D.willana, Colpomenia
peregrina, C.bullosa,
Ascoseira mirabilis,
Myelophycus simplex,
Scytosiphon lomentaria.

48

Multifidene

A/E

Cutleria multifida,
Zonaria angustata,
Chorda tomentosa.

49

Viridene

AJE

Syringoderma
phinneyi,
Syringoderma. sp

50

Caudoxirene

Perithalia caudata,
Dictyosiphon
foeniculaceus.

51

Finavarrene

Ascophyllum nodosum
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3.1.1 Biosynthése des hydrocarbures en C11

L’étude de la biosynthése des hydrocarbures en C11 intervenant dans le processus de
reproduction des algues est ardue du fait des faibles quantités de phéromones libérées, c’est
la raison qui a poussé les chercheurs a trouver d’autres sources de ces phéromones. Des
travaux effectués sur les produits volatils des plantes terrestres ont montré que certaines
HEs contiennent les hydrocarbures en Cl11, c’est le cas de [’ectocarpéne et du
preectocarpene qui ont été identifiés dans I’HE d’ananas [122]. Dans ce cadre, la plante
terrestre Senecio isatideus, appartenant a la classe des Asteraceae et dont le métabolite
majeur est I’ectocarpene [123], a été la premicre espece a étre utilisée dans 1’étude de la

biosynthése des phéromones d’algues (figure 1.5).

D D p D D
D / \ / \ Senicio Isatideus
___ I — —_—
OOH D
Acide dodeca-3,6,9-triénoique Ectocarpéne
+
PN
Finavarene
D
D
b D D D D D Senicio Isatideus
[ — — > D D
COOH 52
. . . D
Acide tridécanoique D
Homo Ectocarpéne

Figure 1.5 : Biosynthese des hydrocarbures en C11 dans Senecio isatideus

La biosynthese a été réalisée en utilisant 1’acide [3,4,6,7,9,10 2He] dodeca-3,6,9-triénoique
qui a permis une transformation rapide en ectocarpéne (40) et en finavarrene (51). Ainsi
donc, les atomes de deutérium vont se retrouver dans le squelette chimique de
I’ectocarpene [124] (figure 1.5). Notons que 1’acide dodéca-triénoique dérive de 1’acide
linoleique via trois -oxydations, mais ce type de transformation connu chez les plantes

terrestres reste non identifié chez les algues [124, 125]. Ce qui est étonnant et inattendu, la
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méme expérience de biogénése appliquée a 1’algue Ectocarpus silicullosus a échoué [126,
127]. Par conséquent, il devient indispensable de trouver une autre voie de biosynthése
permettant de justifier la formation de I’ectocarpéne dans E. siliculosus.

Des travaux postérieurs ont revélé que les veritables précurseurs sont les acides
eicosatetraenoique (arachidongiue) et eicosapentaénoique. En effet, des études de
biosynthese effectuées sur les espéces E. siliculosus et Sphacelaria rigidula ont permis de
montrer la transformation rapide du 1’acide arachidonique deutérie en dictyoténe (42) et en
undéca (1,3E,52)-triéne (appelé aussi cystophorene) (44) et la formation de 1’ectocarpéne a
partir de 1’acide eicosapentaenoique [116, 126].

3.2 Composition chimique des espéces du genre Dictyopteris

Comme nous 1’avons précisé dans les paragraphes précédents, les premiers travaux
sur les produits volatils d’algues, isolés par entrainement a la vapeur, ont ét¢ 1’ceuvre du
japonais Katayama (1962) [13]. Les rendements obtenus par distillation a la vapeur ont été
trop faibles, ce qui a poussé¢ au développement des techniques d’extraction par solvant
organiques. Vers la fin des années 70, Moore et d’autres chercheurs se sont 4 nouveau

intéressés a 1’étude des produits volatils d’origine marine.

Selon Moore (1977) [17], le sulfure de diméthyle est la seule substance volatile découverte
avant 1966. Les fractions volatiles obtenues par distillation a la vapeur a partir des algues
du genre Dictyopteris, il s’agit spécifiquement des espéces D. plagiogramma et D. australis
d'Hawaii, ont permis & Moore [127, 128] d’isoler les composés non-isoprenoides a 11
atomes de carbone (figure 1.6). Il s’agit notamment des dictyoptérénes A, B (53, 61)
(connu sous le nom de Hormosirene) qui sont fréguemment présents en grande quantité
[23, 129], du dictyoptéréne C’ (62) (appelé aussi dictyoténe) a été rencontré en faible
quantité dans les parties végétatives de Dictyopteris [18], mais aussi dans les ceufs fraiches
libérées par 1’algue brune D. dichotoma pour attirer les spermatozoides lord du processus
de reproduction [130], du dityoptéréne D’ (ectocarpéne) (56) ainsi qu’en plus faible
quantité de I’undéca-1,3,5-triéne et de I’undéca-1,3,5,8-tétraene. Au sein des deux especes
de Dictyopteris d’Hawaii, il a été reporté I’isolement de deux cétones odorantes
(dihydrotropones) [131] dérivant du dictyoptérence C’ (figure 1.7). Les bouquets de
métabolites en C 11 produits par les espéces du genre Dictyopteris jouent un role trés
important en tant que phéromones sexuelles qui stimulent la libération de gamétes ou

attirent le sperme vers les ceufs aprés libération [116]. Outre leur rdle de phéromones, les
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hydrocarbures en C 11 sont responsables de « I’odeur océanique » de I’HE des espéces du
genre Dictyopteris. Bien qu'ils soient présents dans une vaste gamme d'organismes, ils
semblent étre les plus abondants dans les algues brunes du genre Dictyopteris [17] et sont
présents dans la majorité des especes. Ces composes biologiquement actifs comprennent
plusieurs hydrocarbures insaturés linéaires ou alicycliques et leurs stéréo-isomeres. Leurs
similitudes structurelles suggérent une origine biosynthétique a base d’une dérivée
aliphatique des acides gras polyinsaturés Cy par clivage oxydatif [116, 132], alors que
chez les plantes terrestres, ces composes sont génerés par des précurseurs en Ci, non
saturés [133].

VA Y4 5 Z -

Dictyopteréne A
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WW/\ /\/\/\/\/\
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59 Undeca-2,4,6-triéne
Undéca-1,3,5-triéne
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Figure 1.6 : Polyénes odorants en C-11 des especes Hawaiiennes du genre Dictyopteris
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Figure 1.7 : Dihydrotropones des espéces hawaiiennes (D. plagiogramma et D. australis)

A partir des mémes especes Hawaiienne (D. plagiogramma et D. australis), Moore
[127,128] a isolé une série de composes soufrés dont le 3-oxoundecyl-thioacétate (66) et
ses dérivés polysoufrés. Dans ce cadre, il y a lieu de préciser que les espéces du genre
Dictyopteris représentent une source tres riche en hydrocarbures soufrés en C-11 (figure
1.8) [49, 134], I’espéce D. polypodioides récoltée en Méditerranée renferme une teneur
pouvant atteindre 10% dont le produit majoritaire est le 3-hexyl-4,5-dithia-cycloheptanone
[45].

La plupart des métabolites soufrés semblent étre biosynthétiquement liée aux phéromones
C11 et peuvent étre issus de la dégradation oxydative d'eicosanoides hautement insaturés
comme [’acide arachidonique. Ces composés sont produits dans les thalles et agissent
comme défenses chimiques contre I'herbivore, qui est un facteur clé pour contréler la
biomasse et la structure communautaire des macroalgues [135]. Il faut souligner que les
composés soufrés se caractérisent par leurs activités biologiques [136] et se trouvent
souvent dans le milieu marin [137], probablement en raison de la concentration
relativement élevée de sulfates dans la mer. 1l est rapporté dans quelques taxons et agit

comme défenses chimiques contre les herbivores [135].
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Figure 1.8 : Produit soufrés identifiés dans le genre Dictyopteris

Des travaux sur d’autres especes du genre Dictyopteris ont révélé que les polyénes en C-11
non isopréniques sont a 1’état de produits mineurs, voire de traces, par contre, les produits
majoritaires sont plutdt des composés terpéniques, c’est ainsi que des sesquiterpénes tres
intéressants ont été isolés dans D. divaricata [138,139] et de D. undulata [140-142]
(anciennement nommeée D. zonaroides). Certains sesquiterpénes isolés des deux espéces
sont courants parmi les espéces terrestres, il s’agit notamment de (-) y-cadinéne, (-)-
copaéne, (-)-6-cadinol (figure 1.9). Les autres sont assez spécifiques. Il s’agit notamment,
pour D. divaricata, de la dictyoptérone et les deux alcools dérivant respectivement de I’a-
et du B-sélinene. Pour D. undulta, on a noté 1’isolement du zonaréne (79) (sequiterpéne a
squelette cadinane), du zonarol (80) (mérosesquiterpene) et de ses dérivés (81-86) (figure
1.9).

L’étude de la FV de trois algues récoltées sur les cotes japonaises a savoir D. prolifera, D.
udulata et D. divaricata [143] a rapporté I’isolement de polyénes en C-11 de la premiere,
d’un mélange de polyenes et de sesquiterpenes de la deuxiéme et uniquement des
sesquiterpénes de la troisieme. Ce résultat justifie pleinement le lien étroit entre la

composition chimique, la variation saisonniére et localisation géographique [20].
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Jusqu'a présent, sans tenir compte des méroditerpenes, 71 composés terpéniques ont été
signalés pour le genre Dictyopteris, la plupart sont produits par D. divaricata. Au total, huit
monoterpenes dans D. divaricata, D. latiscula et D. plagiogramma, 59 sesquiterpenes,
majoritairement de D. divaricata, D. undulata, D. membranacea, D. latiuscula, D.
delicatula et D. prolifera et quatre diterpenes (D. delicatula et D. polypodioides) ont été
signalés. Les sesquiterpénes décrits sont issus d'une cyclisation 1 - 10 du farnesol, menant
a un intermédiaire de type germacrane qui fournit (par une séquence connue d'étapes de
transcyclisation, ou par un réarrangement de Cope) les squelettes de cadinane, copane,
cubebane, selinane et elemane [144]. Les divers criblages chimiques effectués sur ces
espéces ont décrit 83 métabolites mettant en évidence les hydrocarbures C11 non
isoprénoides et leurs dérivés, les composés soufrés, les terpenes, les acides gras et les
lipides [15, 20, 23, 45, 145].
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Figure 1.9 : Sesquiterpénes et mérosesquiterpenes de D. divaricata et D. undulata

3.3 Activités biologigues des huiles essentielles et fractions volatiles des algues brunes

Le milieu marin est caractérisé par une grande biodiversité, ce qui se traduit par voie

de conséquence par une chimiodiversité exceptionnelle a méme de fournir des molécules
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trés originales sans équivalent dans le milieu terrestre [146,147]. Ces composés sont
synthétisés par des voies métaboliques différentes de celles observéees au sein des espéces
terrestres. Les algues, des organismes marins trés importants pour 1’équilibre de
I’écosystéme, se trouvent contraint de développer, des mécanismes de défense chimique, a
travers 1’¢laboration de métabolites secondaires spécifiques, pour empécher leur
colonisation par d’autres épiphytes, y compris des microorganismes [148,149]. En effet, de
nombreuses études [136] ont mis en évidence 1’activité des métabolites extraits a partir de
macroalagues. Par conséquent, la valorisation des algues marines a des fins thérapeutiques
remonte loin dans le temps, leur utilisation ancestrale est rapportée par de nombreux
travaux [150]. Bien que les principes actifs d’origine algale et exploiter dans 1’industrie
pharmaceutique sont peu nombreux, les travaux de recherche effectués dans ce cadre son
tres importants [151]. Les métabolites isolés a partir d’algues brunes ont montré un large
éventail d’activités biologiques : antimicrobienne [152,153] anti-malariale [154],
antioxydant [155-156], anti- inflammatoire [157], cytotoxique [158], antivirale [159] ainsi

que d'autres activités.

4. Etude systématique et chimique de Dictyopteris polypodioides

4.1 Systématique de Dictyopetris polypodioides

La position systématique de 1’espéce peut décrit comme suit [160].

Empire ou domaine : Eukaryota

Regne : Chromista

Phylum : Ochrophyta

Embranchement ou division : Phaophycophyta (Chromophytes),

Classe : Phaeophyceae

Ordre : Dictyotales

Famille : Dictyotaceae J. V. Lamour

Genre : Dictyopteris

Espéce : polypodioides | (A.P.De Candolle) J.V. Lamouroux, 1809

Cette algue est souvent répertoriée dans les guides sous le nom de Dictyopteris
membranacea (Stackhouse) Batters 1902 [161,162]. Mais L'espece type (holotype) du
genre Dictyopteris est D. polypodioides (A. P. De Candolle) J. V. Lamouroux qui est le
nom retenu maintenant pour cette espece [163].

D’autres synonymes homotypiques et hétérotypiques ont été cités dans la bibliographie,

nous citons a titre non exhaustif les noms suivants [164-166].
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Synonymes homotypigues
Ulva polypodioides A.P.de Candolle 1805
Haliseris polypodioides (Desfontaines) Agardh [167].

Synonymes hétérotypigues

Fucus membranaceus (Stackhouse) [168,169],

Dictyopteris membranacea (Stackhouse) Batters, 1902 (synonyme)

Polypodoidea membranacea Stackhouse 1809

Dictyopteris membranacea Batters 1902

Description

L’algue, nommée fougere de mer, peut atteindre 30 cm de longueur, le thalle aplati de
couleur brun jaunatre plus ou moins opalescent a ramifications pseudo-dichotomiques
[162, 170], il se ramifie en laniéres de 2 a 10 cm de large, constitué d’une nervure centrale
bien visible de la base aux extrémités [171]. L’algue est fixée au substrat par un disque
basal épais formé de petits filaments allongés appelés rhizoides [171]. A partir de 1’été,

’algue change d’allure avec I’apparition de frondes qui s’amincirent autour de leur nervure

centrale. La consistance est membraneuse et fragile [172].

A : Gros plan sur la nervure A 1: Photo d’Alguier A2 : Organes reproducteurs

B : D.p Roscoff — Fr - 20/08/ 2020 B : D.p Madeira - Espagne

Figure 1.10: Dictyopetris polypodioides (D.p) (A.P. De Candolle) J.V.Lamouroux

A : Photos prise de la fiche de Buron D. et Coll. In : Doris, 04/12/2020 https://doris.ffessm.fr/ref/specie/614
B : Photos prises de Algaebase : https://www.algaebase.org/search/species/detail/species_id=60

Biotope : Grace a sa partie basale, 1’algue résiste a la mauvaise saison, elle est vivace
solide [162,170]. Durant la période de reproduction en été, les rubans sont au plus large
ensuite, ils s’amenuisent en automne. Le cycle biologique de I’espéce est digénétique
isomorphe qui implique [I’alternance de deux générations : diploide (sporophyte) et

haploide (gamétophyte) [173] En effet, I’espéce est au repos durant la période hivernale
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(décembre - avril) ensuite elle enclenche une période de reproduction ou de développement
pendant le printemps (avril - juin).

Ecologie : La fougére de mer est pérennante et cosmopolite, qui peut étre rencontrée sur
les rochers peu éclairés, c’est une espece sciaphile (besoin d’ombre) de I'étage infralittoral
et de I'étage circalittoral [162,170]. En atlantique 1’espéce est rencontrée sous les frondes
des laminaires. En Méditerranée, 1’espéce préfere les biotopes photophiles, un milieu

fortement illuminé.

4.2 Etat des connaissances sur la composition chimigue de la fraction volatile et/ou de

I’huile essentielle de ’espéce Dictyopteris polypodioides

Les différentes études chimiques sur I’espece D. polypodioides synonyme de
membranacea [20, 23, 43, 45, 145, 174] ont montré qu’a I’instar des autres espéces du
genre Dictyopteris, les FVs et HEs renferment une série d’hydrocarbures en C 11 qui
jouent le réle de phéromones sexuelles [126] et/ou d’autres roles probablement non
élucidés, mais aussi une guantité importante de produits soufrés notamment 3-hexyl-4,5-
dithia-cycloheptanone et des acides gras saturés et instaurés [23, 45, 49,134]. Une étude
récente [175] a permis I’isolement d’une série de métabolites soufrés, dont quelques-uns
ont été déja isolés dans d’autres espéces du genre Dictyopteris mais pas dans 1’espéce D.
polypodioides. La présence des acides gras justifie leur intervention dans le processus de
biosynthése des polyenes et des produits soufrés. Il a été révélé également la variation de la
composition chimique en fonction du procédé d’extraction, c’est ainsi que la FV obtenue
par hydrodistillation assistée aux microondes focalisés contient une teneur importante en
sesquiterpénes complétement inexistant dans les fractions volatiles obtenues par
hydrodistillation classique et par extraction dioxyde de carbone supercritique [45]. Ily a
lieu de noter que les revues bibliographiques des études chimiques réalisées sur D.
polypodioides ont clairement montré le lien étroit entre la composition chimique et
I'origine de l'espece [23, 45, 145], mais aussi sur le processus d'extraction [23]. 1l est bien
établi que les paramétres du milieu marin (pH, salinité, composition nutritive et
contaminants) ont une incidence directe sur la diversité des algues marines [176-178], les
changements dans les communautés microbiennes marines [179], la biosynthese et la

bioactivité des métabolites primaires et secondaires [180].
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4. 3 Activités antimicrobienne des extraits et huiles de Dictyopteris polypodioides

L’étude de I’activité antimicrobienne de la FV et extraits de D. polypodioides a fait
I’objet d’un nombre remarquable de travaux reportés dans la littérature. Ainsi, I’HE de D.
membranacea récoltée en Turquie évaluée sur un certain nombre de souches a une
concentration de 0.015 pg/disk n’a pas montré d’activité vis-a-vis aux souches étudiees a
I’exception de Pseudomonas aeruginosa qui a montré une faible sensibilité [43]. Toute fois
et selon la méme étude, les extraits obtenus par 1’hexane et a un degré moindre par le
chloroforme ont montré des activités relativement intéressantes vis-a-vis des 9 souches
étudiées [43]. La littérature a rapporté également [181] les activités antifongiques de
Dictyopteris membranacea ainsi que d’autres algues marines (Cystoseira barbata,
Cystoseira compressa) contre les levures et les champignons.

Les extraits obtenus par 1’éthanol, 1’éther de pétrole, le chloroforme et ’acétate d’éthyle a
partir de D. membranacea récoltée en Egypte ont montré une activité intéressante vis-a-vis
des souches étudiées [145]. La méme étude a révelé une forte activité anti-inflammatoire
de I’extrait chloroformique suivi de 1’extrait éthanolique [145]. Il y a lieu de noter que
I’espéce D. polypodioides est assez riche en acides gras, en lipides et en polysaccharides
sulfatés [182, 183] connus pour leur activité antioxydante, anticoagulante, antitumorale,
anticoagulante, antivirale, gastroprotectrice et hypolipidémique [183-185].

L’espéce D. polypodioides récoltée en Tunisie a fait ’objet de diverses études d’activités
biologiques [174]. Ainsi, les fractions d’extraits obtenues par 1’acétone et 1’éthanol a partir
de D’extrait brut (CH,Cl/MeOH: 1/1) ont montré des activités antibactérienne,
antifongique et antituberculeuse considérable. La méme source révele 1’absence de
génotoxicité de D’extrait brut et des fractions d’extraits. La méme espece récoltée en
Tunisie a été utilisée pour préparer des extraits organiques avec 1’acétate d’éthyle et le
chloroforme et des extraits aqueux lyophilisés [186]. Les extraits organiques et aqueux
préparés ont exhibé une forte activité anti-inflammatoire [186]. Les extraits organiques ont
montré une grande activité antioxydant et une activité antimicrobienne modérée vis-a-vis
des souches et champignons étudiés [186]. Cependant, 1’extrait aqueux a affiché une forte
activité antibactérienne [186]. L’espéce D. membranacea issue de ce méme pays a fait
I’objet de travaux portant sur la détermination de la genotoxicité et la cytotoxicité de
fractions semi-purifiées a partir de 1’extrait brut par extraction en phase solide (EPS) [187].
Les fractions semi-purifiées n’ont montré aucune genotoxicité et de cytotoxicité

remarquables.
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Une étude chimique sur I’espéce D. membranacea récoltée en Gréce a permis d’isoler le
bis (3-oxo-undecyl) disulfide et ses dérivés [175], il s’agit de métabolites soufrés assez
répandus dans le genre Dictyopteris (& 3.2 et 4.2). L’un des métabolites soufrés isolé dans
cette étude a montré une activité anti-inflammatoire. Des extraits organiques de D.
polypodioides des Tles Canaries, du Maroc, de la Libye et de la Turquie ont montré des
activités antibactériennes et antifongiques contre certains micro-organismes pathogénes
humains [188-191]. La variation du pouvoir antimicrobien peut étre influencée par
plusieurs facteurs tel que I'espéce algale, la souche bactérienne, le conditionnement de
I'algue, la saison de récolte [192]. En outre, il serait intéressant de mener d'une part un
criblage antibactérien mensuel afin de déterminer la période de l'année propice de la
récolte de l'algue et dautre part réaliser le fractionnement, la purification et la
caractérisation des composés actifs dans 1’object d'une valorisation de ces composés

naturels.

5. Etude systématigue et chimique de Dictyota Dichotoma

5.1 Systématique de Dictyota dichotoma

L’espéce Dictyota dichotoma est appelé aussi 1’algue fourchue comme un nom
communs francais. Elle admet un autre nom scientifique Ulva dichotoma Hudson 176
[193].

La position systématique de 1’espéce est la suivante [160, 194] :

Domaine Eukaryota
Régne Chromista
Embranchement Ochrophyta
Classe Phaeophyceae
Ordre Dictyotales
Famille Dictyotaceae
Genre Dictyota
Espece Dichotoma

L’espéce admet les synonymes homotopiques et hétérotopiques suivants [195, 196]:
Synonymes homotopiques (5 noms)

Ulva dichotoma Hudson 1762

Zonaria dichotoma (Hudson) C.Agardh 1817
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Fucus dichotomus (Hudson) Bertoloni 1819
Haliseris dichotoma (Hudson) Sprengel 1827
Dichophyllium dichotomum (Hudson) Kitzing 1843

Synonymes hétérotopiques (27 noms), dont

Dictyota attenuata Kitzing 1859

Dictyota dichotoma var. elongata (Kitzing) Grunow 1874

Dictyota dichotoma var. stenoloba Hohenacker 1883

Dictyota dichotoma f. latifrons Holmes & Batters 1890

Dictyota dichotoma f. attenuata (Kutzing) Vinassa 1892

Dictyota dichotoma f. latifolia (Kitzing) Vinassa 1892

Description [197, 172, 160] : L’espéce D. dichotoma est caractérisée par un thalle aplati
en lanieres avec une ramification dichotome et des rameaux ayant la méme longueur (vraie
dichotomie) avec une extrémité arrondie de largeur variant de 5 a 10 mm (figure 1.11).
L’algue se fixe au substrat par des rhizoides qui se terminent par des disques adhésifs.
L’algue mesure de 10 & 25 cm et peut atteindre 50 cm (max.) en été, elle se présente avec
une couleur du brun au vert et se caractérise par une iridescence bleue durant sa phase de
croissance Végétative, visible uniquement sous l'eau. L’espéce épiphyte d’autres

organismes qui peuvent étre des algues ou des gorgones [198].

A : Espéce Pres de la surface

7 3 % P
B : D.d et autres esp. — Espagne

T3

B : D.d Galway-Irlande — 06/2020

——r |

Figure 1.11 : Dictyota dichotoma (D.d) (Hudson) Lamouroux

A : Photos prise de la fiche de Buron D. et Coll. In : Doris, 04/12/2020 https://doris.ffessm.fr/ref/specie/614
B : Photos prises de Algaebase : https://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=60


https://doris.ffessm.fr/ref/specie/614
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Biotope [172,197, 199]

L’espece, grace a un disque formé de rhizoides, s’accroche a un substrat de roche. Elle se
retrouve dans les fonds rocheux de la surface jusqu’a 30 m de profondeur et
exceptionnellement jusqu’a 80 m. Elle est assez fréquente sur des rochers bien éclairés peu
battus de 1’étage infralittoral. Cette espece d’algue peut €tre €épiphyte sur d’autres algues.
Ecologie [172, 199, 200]

D. dichotoma est une espéce annuelle, elle est distribuée en Atlantique, Méditerranée, mer
Noire, mer Rouge et I’océan Indien. Elle est notamment abondante en été, les thalles
peuvent disparaitre en hiver. C’est une espéce qui peut également supporter un certain taux

de pollution organique.

5.2 Composition chimique des espéces du genre Dictyota

5.2.1 Diterpénes du genre Dictyota

Le genre Dictyota est sans aucun doute la source la plus prolifique en métabolites
secondaires dotés de propriétés bioactives tres intéressantes [201]. Des centaines de
métabolites secondaires comprenant des terpenes, des phénols [202], des stérols [203], des
acides gras [204] et des polysaccharides [205] ont été isolés a partir du genre Dictyota.
Parmi ces métabolites figurent les diterpénes qui constituent une large classe couramment
rencontrée dans les organismes marins parmi lesquels les especes du genre Dictyota dont
beaucoup d’entre eux sont dotés d’activités pharmacologiques [206-208]. De plus, les
diterpenes du genre Dictyota, a travers leurs squelettes chimiques spécifiques, constituent
un outil trés précieux en chimiotaxonomie pour ce genre [209]. La littérature rapporte
jusqu’a la fin de I’année 2017, I’isolement de prés 233 diterpenes [115] dont la majorité
sont issus de I’algue D. dichotoma. Les diterpenes isolés du genre Dictyota peuvent étre
répartis en trois groupes, cette classification est directement liée a la voie biosynthétique
menant a I’obtention des squelettes types (figure 1.12), soit les réactions de cyclisation

effectuées sur le précurseur des diterpénes, en 1’occurrence le géranylgéraniol [210].
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Cyclisation 2-10

Groupe 1

Cyeclisation 1-11

Cyeclisation 1-10

Cyclisation 10-14

Groupe 2

Groupe 3

Figure 1.12 : Groupes de diterpénes du genre Dictyota

5.2.1.1 Diterpénes de groupe |

Le groupe 1 regroupe le squelette de diterpéne obtenu par cyclisation du
géranylgéraniol entre C1 et C10 [209]. Les diterpenes affiliés a ce groupe sont
majoritairement les diterpenes type guaiane prénylés (rallongé d’une unité isoprénique). La
littérature fait état de I’isolement de diterpénes type germacréne prénylés [211], des
diterpénes type epi-élémane [212] et deux diterpénes type cadinane prénylés [213]. Jusqu’a
la fin de I’année 2017, la littérature rapporte 1’isolement et la caractérisation de 58
diterpenes du groupe 1 dont 47 diterpenes type guaiane prénylés [114]. La figure 1.13,
regroupe quelques diterpénes du groupe | appartenant aux différents types de squelettes.
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Figure 1.13 : Exemples de diterpénes du groupe 1

5.2.1.2 Diterpénes de groupe Il
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Le groupe 11 regroupe le plus grand nombre de diterpénes. Les diterpénes appartenant

a ce groupe sont les dérivés d’un squelette obtenu par cyclisation du géranylgéraniol entre

C1 et C11 [209]. Le squelette diterpénique obtenu permet d’obtenir les diterpénes de type

dolabellane, dolastane, secodolastane, etc... Au totale, ils sont environ 120 diterpénes

isolés des espéces du genre Dictyota [213] a la fin de I’année 2017. La figure 1.14

regroupe quelques diterpénes appartenant a ce groupe.
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Figure 1.14 : Exemples de diterpenes appartenant au groupe Il

5.2.1.3 Diterpénes du groupe 111

Les diterpenes dérivent de la cyclisation du précurseur géranylgéraniol entre C2 et
C10 ou par contraction du cycle de germacrene prénylé [213]. Les principaux diterpenes de
ce groupe sont de type Xenicane. Ils subissent des réaction d’oxydation, d’époxydation, de
condensation et autres pour donner lieu a des structures monocycliques, bicycliques et
tricycliques. 40 diterpénes de xénicane ont été isolés a partir des especes du genre
Dictyota, environ 58 diterpénes ont été isolés jusqu’a I’heure actuelle [213]. La figure 1.15

regroupe quelques diterpénes appartenant au groupe IlI.
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Figure 1.15 : Exemples de diterpénes du groupe 3

5.2.1.4 Activités biologiques des diterpénes du genre Dictyota

Des squelettes chimiques tres intéressantes des diterpénes appartenant aux trois
groupes et qui au regard de leurs spécificités structurelles sont un atout formidable en
chimiotaxonomie, il est important de le noter qu’ils sont dotés d’un large spectre
d’activités biologiques comprenant : 1’activité antivirale [214], D’activité antitumorale
[215], Pactivité antifouling [216], Pactivité cytotoxique [217], I’activité anti-oxydante
[215], [Dactivité antibiotique [218], [Iactivité antiinflammatoire [219], [activité

antibactérienne [220] et I’activité antifongique [221].

5.2.2 Sesquiterpénes et monoterpénes du genre Dictyota

11 faut noter que le groupe I de diterpenes est formé directement a partir d’un squelette
sesquiterpénique qui est le guaiane par prénylation (appelés communément extended
sesquiterpenes). Autrement dit, les 47 diterpenes de guaiane prénylés affiliés au groupe Il
ont un caracteére de sesquiterpénique avant qu’il soit des diterpenes. En plus des diterpénes

cycliques, des sesquiterpénes cycliques ont été isolés de 1’espeéce D. dichotoma [222,223].




38

121
S4

118 119
g1 S2

Figure 1.16 : Sesquiterpenes cycliques de D. dichotoma

Le composé S1 est pourvu d’une structure cyclique correspondant au squelette dilophane
non prénylé. Le composé S2 possede une structure bicyclique qui dérive directement de S1
via une cyclisation. Le composé S3 est caractérisé par la présence d’un carbone spiranique

unique dans les algues du genre Dictyota.

Les trois composés ont été isolés auparavant dans I’algue brune Taonia atomaria
appartenant a la famille des Dictyotaceae [224]. Le composé S4, marqué par son squelette
azulénique, est norsesquiterpene retrouvé chez les dictyanes du groupe I. Les composés
décrits sont volatils et possedent en général de fortes odeurs contribuant dans « I’odeur de
la plage ». La bibliographie ne fait pas état de I’isolement de monoterpénes caractéristiques
dans les especes du genre Dictyota. Par ailleurs, il est important de noter la présence de
molécules assez communes aux algues brunes et qui ont été rencontrés dans les especes de

Dictyota, on peut citer :

- Des stérols comme le fucostérol (stérol majoritaire chez les algues brunes) et le
saringostérol [225].

- Les pigments B-caroténe et la fucoxanthine qui sont en fait les deux principaux
pigments chez les phéophycées.

- Les fucoidanes des polysaccharides sulfatés couramment rencontrés dans les algues
brunes et qui sont dotés de fortes activités antioxydantes [226].

- Des hydrocarbures intervenant comme phéromones au niveau de la reproduction et

qui peuvent étre impliqués dans la défense chimique [130].

6. Composition chimique des fractions volatiles et ou huiles essentielles de ’espéce
Dictyota dichotoma

La littérature ne rapporte pas une étude rigoureuse sur 1’é¢tude chimique de I’HE de
D. dichotoma. Les rares études antérieures [227] font état notamment de la présence dans

la composition chimique de 1’HE d’hydrocarbures, de sesquiterpénes (B—Cubebene, B-
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Eudesmol, B-lonone, Dactylol, Pachydictol A), des aldéhydes (Myristaldéhyde,
hexadécanal, (Z) -13-octadécénal). L’espace de téte de D. dichotoma a fait 1’objet de
travaux et a révélé que les sesquiterpeénes sont les principaux constituants. Il s’est avéré
que le germacrene est le produit majoritaire avec 28% dans ’espace de téte de D.
dichotoma [228]. D’autres sesquiterpenes ont été également identifies comme le
bicyclogermacene, bicyclo sesquiphellandrene, 6-cadinéne, y-cadinéne, B-cadinéne et le
trans-cadina-1,4-diéne. L’¢étude a montré la présence de 1’épizonaréne qui pourrait étre
formé directement a partir du germacréne D ou d’autres cadinénes intermédiaires. Il a été
suggéré que la cyclisation du germacrene D ou de son de son isomére endocyclique a
double liaison pourrait conduire a la formation de sesquiterpénes type bourbounéne et de

copaene.

8. Etudes métabolomigues

8.1 Généralités sur la métabolomique

Le métabolome constitue le produit terminal apres le génome et comporte toutes les
molécules, appelées métabolites, a bas poids moléculaire (< 1000 Da) d’une cellule, d’un
tissu ou d’un organisme intervenant dans la croissance, le maintien ou le fonctionnement
normal dans un état physiologique spécifique [229]. La métabolomique se focalise sur
I’analyse de I’ensemble des métabolites (métabolome) dans les échantillons biologiques
dans un état bien défini [229-231]. Outre I’analyse, la métabolomique se concentre sur
I’identification et quantification des métabolites du systeme étudié dans ses conditions
spécifiques [230]. Le métabolome comporte tous les composés engagés dans le
métabolisme sous forme d’un substrat, produits ou effecteurs. Par conséquent, il est
dynamique et englobe toutes les substances organiques naturellement produites par le
métabolisme du systéeme étudié. Il comporte également les xénométabolites. Il s’agit de
métabolites issus d’autres systemes biologiques que ceux de I’organisme hote [232], il
s’agit notamment des xénobiotiques (médicaments, pesticides, produits chimiques du
milieu environnant...) et de leurs produits de dégradation. Par voie de conséquence, un
métabolite est tout composé organique non directement issu de I’expression des génes
[233], il englobe les acides aminés, les sucres, les acides organiques, les acides gras, les
nucléotides, les vitamines, les stéroides, [234]. Le profilage métabolomique est une
signature métabolique, il constitue un outil scientifique puissant et précieux dans I’analyse

d’un groupe de petites molécules. Le profilage a pour objectif 1’identification de
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biomarqueurs potentiels pour 1’étude d’un état physique, d’un stress ou d’une maladie
[235]. Grace a ses performances analytiques, le profilage a acquis une notoriété dans la
classification des aliments [236,237], grace a son approche non ciblée avec 1’objectif de
rassembler le maximum d’informations moléculaires métaboliques des aliments. La
métabolomique peut élucider des relations inattendues et des réactions métaboliques qui
peuvent par voie de conséquence mener a des hypothéses. C’est ainsi que la
métabolomique est entrain de conquérir un nombre croissant de domaine et d’applications,
notamment dans les sciences de 1’environnement pour objectif de la compréhension des
réactions liées aux facteurs de stress abiotiques (facteurs naturels tels la température et les

facteurs anthropiques comme la pollution). La métabolomique environnementale s’attele a

caractériser les interactions des organismes avec leur environnement.

8.2 Etat des lieux des approches métabolomiques

La complexité du métabolome a mené a la mise en place de plusieurs stratégies
d’analyses. L’approche préconisée découle essentiellement des objectifs de 1’étude. Les
stratégies metabolomique ont été divisées en deux approches distinctes, non ciblées et

ciblées, ayant chacune ses avantages et ses inconvénients [238] (figure 1.17).

Cellules/ Tissues Fluides biologique

Préfractionnement

Extraction Extrait brut

|

Fractionnement de métabolite

GC-SM, LC-MS, HPLC GC-GC-8M, LC-MS, LC-NMR. NMR, DIMS, LDI-SM,
FT-IR \\ Y JI
Approche Ciblée Profilage métabolomique Approche globale (non

ciblée)

Figure 1.17 : Approches et techniques analytiques employées en métabolomique

a) La métabolomique non ciblée (approche globale) est I'analyse complete de tous les
métabolites mesurables dans I'échantillon, y compris les composés chimigquement non
élucides. En raison de la complexité du mélange et de sa nature globale, les métabolomes

non ciblés doivent étre couplés a des techniques chimiométriques avancées comme
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I'analyse multivariée pour réduire les ensembles de données. Les échantillons analysés
dans les études non ciblées consistent globalement en des extraits obtenus par un solvant
appropri¢ a partir d’un échantillon biologique. Les techniques analytiques utilisées
pourraient étre par exemple, spectrométrie de masse, la chromatographie liquide haute
performance et I’objectif reste une quantification relative. 1l s’agit d’une empreinte
permettant de déceler tous les métabolites présents et rechercher par la suite les métabolites
discriminants et témoins de perturbations métaboliques.

Enfin, Il est important de souligner que le profilage métabolomique est une variante de
I’approche globale qui consiste a étudier quantitativement un groupe de métabolites
appartenant a la méme famille ou issu de la méme voie de biosynthése [238, 239].

b) La métabolomique ciblée étudie des métabolites (ou familles de composés)
préalablement sélectionnés (résultats de recherches antérieurs) et impliqués dans des voies
métaboliques bien particuliéres [239, 240]. Les études ciblées analysent un nombre
relativement limité et spécifique de métabolites, qui pourraient aller jusqu'a 20 métabolites.
Les métabolites ciblés sont chimiquement caractérisés en amant et d’une importance
biologique pour le systeme. Les méthodes ciblées sont caractérisées par leur sélectivité et
leur sensibilité. Les analyses sont réalisées selon une méthodologie normée. La
quantification est effectuée selon des procédures de dosage bien adaptées tel que
I’étalonnage interne. La préparation des échantillons avant 1’analyse est menée de maniere
a conserver les métabolites d’intéréts et ¢liminer d’autres artéfacts.

En termes pratiques, les approches métabolomiques ont été largement utilisées pour
comprendre et interpréter les réponses aux stimulu (signaux) environnementaux chez les
levures et bactéries [241,242] et ont également été appliquées chez les plantes et les
systémes eucaryotiques supérieurs [243]. Les études métabolomiques sur les bactéries, les

levures et les plantes ont été d’une grande utilité pratique en biotechnologie [244, 245].

8.3 Approches techniques pour ’analyse du métabolome

La variété des classes chimiques et des propriétés physiques qui constituent les
métabolites justifie la nécessité d'utiliser une vaste gamme de techniques analytiques dans
I’analyse métabolomique. Les approches analytiques utilisées pour identifier les
changements dans les concentrations et les flux de métabolites endogénes

comprennent notamment [246,247] :
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e Les techniques séparatives comme la chromatographie en phase gazeuse avec un
détecteur d'ionisation de flamme (CG-DIF), la chromatographie liquide haute
performance avec un détecteur a barrette de diode

e Les techniques de caractérisation structurale comme la résonance magnétique
nucléaire RMN *H et **C mono et bidimensionnelle, la chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG/SM) et la chromatographie

liquide-spectrométrie de masse (LC-MS).

8.3.1 Utilisation de la chromatographie en phase gazeuse couplée a spectrométrie de

masse en métabolomique (CG/SM)

La CG/SM est la technique la plus utilisée actuellement dans [’analyse
métabolomique a cause de ses performances dans l'identification et la quantification de
centains métabolites dans les échantillons. Le temps d’analyse relativement court de
I’analyse associés a des colits de fonctionnement assez faibles sont des avantages
importants de la CG/SM. Les métabolites polaires sont soumis a des techniques de
dérivatisation pour améliorer leur volatilit¢ avant d’étre inject¢é dans la colonne
chromatographique. Concernant la détection, le détecteur a temps de vol (TOF-MS : time
of flight mass spectrometry) est devenu le meilleur choix en raison de ses nombreux
avantages, notamment le temps de balayage rapide, qui permet une amélioration de la
déconvolution et qui par conséquent réduit le temps de traitement des mélanges complexes,
et une précision sur la masse relativement élevée [248]. L'avantage crucial de cette
technologie réside dans le fait qu'elle a longtemps été utilisée pour le profilage des
métabolites ; des protocoles stables ont été développés pour l'installation et I'entretien des
machines ainsi que pour I'évaluation et l'interprétation du chromatogramme [249]. La
robustesse du protocole signifie que les bibliotheques des données sur le temps de rétention
et les spectres de masse pour les composés standards peuvent étre partagées [250].
Toutefois, l'utilisation de la CG/SM se limite a des composés volatils thermiquement

stables, ce qui rend difficile I'analyse des composés de poids moléculaire élevé (>1 kDa).

8.3.2. Utilisation de la chromatographie en phase liquide couplée a spectrométrie de

masse en métabolomique (LC/SM)

Le domaine d’analyse de la chromatographie liquide est nettement plus large. La
disponibilit¢ d’une large gamme de colonnes comprenant la phase inverse, I’échange

d’ions, les colonnes d’interaction hydrophobe permet la séparation de diverses classes de
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métabolites en fonction de leurs propriétés chimiques. La mise en place de la
chromatographie liquide ultraperformante (UPLC) a rendu cette technique plus puissante et
a augmenté les performances de séparation et d’analyse [251]. Le couplage de la
chromatographie liquide (HP et/ou UP) avec la spectrométric de masse a permis 1’analyse
de matrices complexes obtenues a partir de divers organismes [252]. C’est devenu un outil
analytique de choix dans 1’analyse métabolomique qui se trouve quelques fois confronté a

des systéemes chimiques tres complexes [253].

La souplesse de la méthode permet aux chercheurs d’identifier des métabolites avec des
structures trés complexes, néanmoins, le développement de base de données
(bibliothéques) spectrales large est assez difficile par rapport a la CG/SM et d’autres
techniques pour diverses raisons. Toutefois, il existe des data bases spécifiques pour des
classes chimiques [254] et qui appartient au chercheur de les développer par rapport a sa
thématique de recherche. Il y a lieu de noter que la chromatographie liquide (HP et/ou UP)
a été pendant longtemps couplé a un spectrometre de masse avec un systéme d’ionisation a
electrospray (ESI), on assiste actuellement a la mise en place d’autres systémes
d’ionisation (APCI, MALDI,..) et d’analyse (Q, TOF, QTOF, ...) ainsi que les systémes
tandem (MS/MS) comme la LC/ESI/QQQ ou la LC/ESI/QTOF.

8.4. Application de ’approche métabolomique

Nous avons expliqué gue la métabolomique pourrait analyser de maniere exhaustive
une large gamme de systéemes chimiques dans un état donné, ou en fonction du temps
(mesure dynamique). A cet effet, elle a été appliquée a I’environnement pour examiner les
interactions de 1’organisme avec son milieu environnant [255] avec la détermination de
biomarqueurs utilisés dans 1’évaluation des risques d’exposition aux substances toxiques et
la réaction métabolique aux facteurs de stress environnementaux ainsi que la surveillance
des maladies. D’autres applications ayant ciblés les organismes aquatiques [256] et la
métabolomique environnementale [257] ont été reportés dans la bibliographie. Mais
probablement, c’est le secteur biomédical qui est entrain de bénéficier le plus du
développement scientifique et technologique de la métabolomique. La littérature a recensé
un nombre incalculable de travaux portant sur I’application de la métabolomique. Nous
citons a titre d’illustration, 1’utilisation de la métabolomique dans I’¢lucidation des causes
de I’asthme infantile [258], dans la néphropathie diabétique [259] et la transplantation
rénale [260].
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8.5. Approches métabolomiques appliquées aux algues marines

Au cours des dernieres années, le profilage des métabolites des algues était surtout axe
sur l'identification des lipides et leurs dérivés [261-262] et certains métabolites secondaires
impliqués dans des réactions de défense comme les acides aminés de type mycosporine, les
isoflavones et les composés halogénés [263-264]. Toutefois, il manque des études
comparatives a grande échelle sur la métabolomique des macroalgues marines. Le
profilage chimique des extraits d'algues marines se limitait a l'identification et a la
quantification ciblée de certaines classes de composés pertinents dans le contexte des
utilisations économiques et/ou de I'écophysiologie de ces organismes. Les extraits aqueux
ont été particulierement étudiés pour mesurer des composées dérivés du metabolisme du
carbone tels que les nucléotides du sucre, les polyols, les polysaccharides de stockage et de
paroi cellulaire, a l'aide de détecteurs d'ionisation de flamme CG (DIF), CG-SM, HPLC ou
RMN [265]. Le profilage des pigments a également été tres utilisé pour décrire les
différents taxons d'algues, avec des différences qualitatives majeures observées entre les
lignées principales d'algues (algues rouges, algues vertes, Rhizaria, Dinoflagellates,
Stramenopiles) [266]. 11 a été rapporté ’influence de différentes techniques d’extraction
(SFE, microonde, hydrodistillation) de la FV de Dityopteris membranacea sur la
composition de métabolites, déterminée par CG/SM, impligués dans la défense chimique
de I’espéce [45]. Dans le méme cadre, nous citons 1’¢tude de la variation de la teneur des
acides gras et de leurs dérivés oxygénés dans I’algue géante Laminaria digitata dans des
conditions de stress par LC/SM [267, 268]. Pour fermer cette section sur les macroalgues,
il est intéressant de noter qu'il existe un certain nombre d’analyses qui ont été effectuées
pour évaluer les différentes capacités métaboliques des algues, en particulier la production
d'acides gras [269-271]. D’autres part, |l n'y a qu'un nombre limité d'analyses
métabolomiques récentes de microalgues qui ont été menées en utilisant des approches
basées sur la SM, et la plupart d'entre elles concernent des diatomeées [272]. D’aprés notre
propre revue bibliographique, il n’y a pas de travaux portant sur 1’application de la

métabolomique sur les HEs des macroalgues et de méme sur les microalgues.
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CHAPITRE 2

ETUDE CHIMIQUE DES HUILES ESSENTIELLES ET FRACTIONS
VOLATILES DE DICTYOPTERIS POLYPODIOIDES ET DE DICTYOTA
DICHOTOMA

Introduction

L’espéce D. polypodioides a été objet de beaucoup de travaux de recherche comme
rapporté dans la synthese bibliographique (&3.2). Ces travaux ont porté sur 1’aspect
chimique mais également sur les activités biologiques. La sélection d’une telle espéce pour
la présente étude est un choix qui semble étre risqué au regard de ce qu’a été réalisé dans
les travaux antérieurs. Néanmoins, des études poussées confirment la variation de la
population algale liée a des considérations écologique, environnementale mais notamment
de pollution sous ses différentes formes liquides, solide et anthropique [273, 274]. En effet,
les impacts environnementaux et nutritionnels constituent une réelle menace sur la
distribution des algues au niveau du littoral et par conséquent de 1’écosystéme marin. A cet
effet, plusieurs especes disposent des propriétés de biomoniteurs potentiels de pollution
[44, 275, 276] peuvent témoigner des dégats occasionnés au milieu marin. Cette situation a
un impact direct sur la composition chimique et le comportement de I’espéce au niveau de
la biosynthése. Cette situation écologique a des effets directs sur la variation de la
composition qui pourrait étre reliée également a plusieurs autres facteurs comme la période
et le site de récolte [277], et notamment le procédé d’extraction [45].
Tout ce que nous avons énuméré ci-dessus justifie pleinement notre choix de ’espéce D.
polypodioides. Nous avons réalisé un travail expérimental portant sur une étude chimique
comparative de la FV obtenue par hydrodistillation a partir d’un extrait brut et une HE
obtenue par hydrodistillation a partir de 1’algue séche. En se référant a la bibliographie,
cette étude n’a jamais fait I’objet de travaux antérieurs. L’étude chimique est complétée par
la détermination des activités antimicrobiennes de la FVet de HE.
L’espece D. dichotoma du genre Dictyota est incontestablement 1’une des espéces d’algues
les plus riches en métabolites secondaires, des travaux énormes ont été consacrés a cette
espece [205, 227-228, 278-279] et ayant conduit a 1’isolement et la caractérisation d’un
nombre considérable de métabolites secondaires notamment des diterpénes [114].
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Le choix de mener des travaux de recherche sur cette espéce nous a semblé tout a fait
justifié par rapport a sa richesse en métabolites secondaires, mais aussi par rapport aux
criteres liés au lieu et a la saison de récolte qui peuvent influencer considérablement la
composition chimique de I’espeéce. Nous allons effectuer sur cette espéce une étude
chimique des HEs et de la fraction de 1’espace de téte.

Pour chacune des deux espéces, nous avons effectué deux parties distinctes.

La premiére partie est consacrée a la préparation des HEs par hydrodistillation et des
fractions volatiles a partir des extraits bruts suivis par une analyse par CG/SM pour
I’identification de la composition chimique et une analyse par CG/DIF pour la
détermination du pourcentage des différents constituants. Il est important de noter que nous
avons eu l’opportunité de préparer et de réaliser 1’analyse chimique de la fraction de
I’espace de téte de I’espéce D. dichotoma obtenue par microextraction en phase solide
grace a une seringue bien adaptée comprenant la fibre sur laquelle est greffée, suivi de son
injection en CG/DIF et CG/SM.

La seconde partie est réservée a 1’évaluation de I’activité antimicrobienne des HES et FVs,
nous avons fait appel a la méthode des antibiogrammes et des microdilutions. Elle est
suivie par la détermination de concentration minimale inhibitrice pour les huiles étudiées.
Les deux parties sont complétées par une discussion approfondie sur la variation de la
composition chimique par rapport a la technique d’extraction utilisée ainsi qu’a la
répartition des différentes classes chimiques au sein de la composition chimique globale.
Ce chapitre comprend :

1. Méthodologie expérimentale : Elle regroupe les méthodes expérimentales développées
et appliquées durant cette étude. Nous allons donner les conditions de récolte du matériel
algal, de la préparation des fractions volatiles, de I’analyse chimique par CG/SM et par
CG/DIF et enfin la détermination de I’activité antimicrobienne.

2. Résultats et discussion : Elle rassemble les résultats obtenus suivi des interprétations et
discussions apportées. Afin de ne pas trop encombrer ce chapitre, certaines figures et

tableaux sont renvoyés au niveau de la partie des appendices.
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1. Méthodologie expérimentale

1.1 Récolte et traitement du matériel algal

Les espéces d’algues étudiées a savoir, D. polypoloides et D. dichotoma, ont été
récoltées sur les cotes méditerranéennes algériennes, au niveau du complexe la Corne d’Or
(36°37° 32,91 N, 2° 24’ 20.61 E) situ¢ a I’entrée Est de la ville de Tipaza, le choix du site
est lié a des considérations de disponibilité des espéces recherchées mais aussi a des
commodités techniques. Les deux especes ont été identifiées par Prof. H. Seridi au niveau
du Laboratoire d'Océanographie Biologique et Environnement Marin (LOBEM) - USTHB
- Algérie, un spécimen de Voucher pour les deux espéces est déposé au niveau de I'herbier
du méme laboratoire. La premiere espece a été identifiée par rapport un spécimen de
voucher ((HS N° 176) comme étant D. polypodioides (A.P. De Candolle) J.VV. Lamouroux
(basionyme : Ulva polypodioides A.P. De Candolle) [164]. D. polypodioides est connue
sous plusieurs appellations, le nom D. membranacea est considéré comme le synonyme de
D. polypodioides qui est le nom actuellement approuvé [163]. L’espéce a été récoltée
durant toute la période s’étalant de mai 2017 a mai 2018, une partie des échantillons a été
utilisée pour une étude cinétique. La seconde espece a été également identifiée en
comparaison a un spécimen de voucher (HS N° 233) comme étant Dictyota dichotoma
(Hudson) Lamouroux. L’espéce a été récoltée durant la période avril - juin 2018. Apres la
récolte, les algues ont été séchées a ’ombre, a 1’air libre, dans un lieu sec, pendant 4
semaines jusqu’a déshumidification quasi-totale. Ensuite, elles ont été triées manuellement
afin d’¢éliminer tous types d’épiphytes (algues, coquilles, ...) qui peuvent étre une source
de contamination. Pour I’espéce D. dichotoma, le travail expérimental a été effectué sur
deux échantillons d’algue : 1’algue fraiche et I’algue séche. Des photos personnelles ont éteé

prises pour les deux espéces, elles sont données par la figure 2.1.

Figure 2.1 : Photos personnelles des deux espéces d’algues
A : Dityopteris polypodioides B : Dictyota dichotoma
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1.1.1 Détermination du taux d’humidité

Nous avons utilisé la méthode classique a savoir un séchage dans un endroit sec et aéré
jusqu’a ce que la masse de I’algue reste constante.
L humidité relative (H) est calculée selon la relation suivante :
M_-M
H (%)= ———= *100
MF

Mk : masse d’algue fraiche

Ms : masse d’algue séche

1.2 Extraction des huiles essentielles et fractions volatiles de D. polypodioides et D.

dichotoma

1.2.1 Extraction des huiles essentielles

Les HEs des deux espéces ont été extraites a partir de 300 g d’algue seche par
hydrodistillation pendant 3 h. Cette méthode consiste & immerger la matiére vegétale dans
I’eau, I’ensemble est ensuite porté a ébullition. La chaleur provoque 1’éclatement des
cellules sécrétrices et une libération des molécules odorantes qui trouvent a 1’intérieur. Ces
molécules forment avec la vapeur d’eau, un mélange hétéroazéotropique, la vapeur
dégagée (chargée d’huile et eau) est condensée au niveau du réfrigérant. L’hydrolat (HE +
eau) est récupéré au niveau d’un erlenmeyer dépose a la sortie du réfrigerant (figure 2.2).
L’hydrolat est soumis a une extraction liquide-liquide avec 1’éther diéthylique, le mélange
se sépare en deux phases, une phase organique supérieure contenant I’HE dissoute dans
I’éther, et une phase aqueuse inferieure contenant 1’eau et une infime partie des produits
hydrosolubles. La phase aqueuse est extraite de nouveau avec 1’éther afin de récupérer au
maximum 1I’HE. Par la suite, les phases organiques récupérées sont mélangées, séchées sur
du sulfate de sodium ou de magnésium, afin d’éliminer toutes les traces d’eau et enfin
distillées a 40 °C a I’aide d’un évaporateur rotatif. Les HEs obtenues sont pesées, afin de
calculer le rendement d’extraction, ensuite stockées dans des flacons ambrés a une
température de 1’ordre de 4°C pour des analyses ultérieures. Concernant 1’espece D.
dichotoma, nous avons effectué¢ des manipulations sur 1’algue séche et ensuite sur I’algue

fraiche.
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Figure 2.2: Montage d’extraction de 1’huile essentielle par Hydrodistillation

1.2.2 Préparation de ’extrait brut de D. polypodioides

L’extrait brut a été¢ préparé par macération dans 1’éther diéthylique dans un systéme
statique a la température ambiante. A cet effet, une masse de 300 g d'algue séche ont été
placées dans un flacon en verre, puis laissée macérée dans 2 L d’éther diéthylique pendant
7 jours. L’algue est extraite deux fois afin de 1’épuiser au maximum, les miscellas (solvant
+ extrait) sont regroupés et ensuite filtrés. Le solvant est éliminé par évaporation rotatif a

40°C pour enfin obtenir un extrait brut ou concréte.

1.2.3 Extraction de la fraction volatile de D. polypodioides

La FV a été préparée a partir de I'extrait brut en utilisant un appareil de Dean-Stark
modifie (figure 2.3). L’extraction consiste a faire subir a une masse d’extrait un
entrainement a la vapeur d’eau dans un montage de Dean-Starck modifié. Le principe de la
méthode consiste a placer le systeme de Dean Starck (figure 2.4) dans un ballon bicol (ou
tricol) rempli au 2/3 d’eau et chauffé a ¢bullition. La vapeur formée pénétre a travers la
tubulure du systeme de Dean-Starck modifié (contenant 1’extrait brut) et provoque
I’entrainement des composés volatils sous forme d’hétéroazéotrope, le mélange est
condensé au niveau du réfrigérant. En effet, une masse de 300 mg d’extrait a été distillée a
la vapeur d’eau pendant 1 heure, I’hydrolat récupéré subit le méme traitement que celui
effectué dans la préparation de I’HE. La FV obtenue est pesée, afin de calculer le

rendement d’extraction, ensuite stockée dans un flacon ambré a une température de 4°C.
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Figure 2.4 : Montage de Dean-Stark modifié

1.2.4 Préparation de la fraction d’espace de téte de Dictyota dichotoma par
microextraction en phase solide

La micro-extraction en phase solide (MEPS) associée a la CG-SM a été effectuée
pour I’extraction des composés volatils émis par 1’algue D. dichotoma. Le systeme MEPS
comprend une fibre de polydiméthylsiloxane / divinylbenzene (PDMS / DVB) de marque
Shimadzu. La fibre a été conditionnée avant I'extraction selon le protocole décrit par le
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fournisseur. Ce type de fibre est constitué de deux phases, la premiére phase liquide en
Polydiméthylsiloxane (PDMS) qui sert a I’extraction des composés moins polaires, la
deuxieme phase solide le Divinylbenzéne (DVB) pour extraire les composés les plus
polaires, conduisant ainsi a I’extraction de composés volatils sur une large gamme de
polarité. Pour étudier les composés organiques volatils extraits de 1’algue D. dichotoma,
une optimisation des parametres d’extraction a été réalisée. La préparation de I’échantillon
consiste a couper une masse de 2 g d’algue en petits morceaux. Ces derniers sont places
dans un flacon en verre de 5 ml et scellés hermétiquement avec des septums en PTFE /
silicone. Les flacons sont maintenus dans un bain-marie a 50 ° C sous agitation pendant un
temps d'équilibre de (15 min). Aprés échantillonnage, la fibre MEPS a été aspirée dans
I'aiguille, retirée du flacon et insérée dans l'injecteur (250 ° C) du CG-FID et du CG-MS
pendant 6 min ou les substances volatiles extraites ont été désorbées thermiquement dans
la Colonne GC. Pour valider la répétabilité de la méthode, I’analyse d’échantillon d’algue a

été répliquée trois fois dans les mémes conditions.

1.2.5 Calcul du rendement

Le rendement d’extraction d’HE myg est défini comme étant le rapport entre la masse
de I'huile extraite Mye et la masse d’algue (Ma) séche. nug (%) = Mpe/Ma * 100
Le rendement en extrait ng s’exprime par le rapport entre la masse d’extrait (Mg) obtenu et
la masse d’algue (Ma) seche par la relation suivante : ng (%) = Mg/Ma * 100
Le rendement de la FV nry (%) est décrit comme étant le rapport de la masse de la FV Mgy

rapporté a celle de la masse d’extrait Mg : npy (%) = Mp//Mg*100

1.3 Analyse chimique des huiles essentielles, fractions volatiles et fraction de ’espace
de téte par CG/SM et CG/DIF
Les HEs et les FVs ont été analysées par CG/SM pour un objectif de caractérisation et

d’identification de la composition chimique. Elles ont ét¢ €galement analysées par
chromatographie en phase gazeuse couplée a un détecteur a ionisation de flamme
(CG/DIF) pour déterminer les teneurs massiques des différents constituants. Les analyses
par CG/DIF ont été effectuées sur un systeme GC2010 (Shimadzu, Kyoto, Japon). La
séparation a été effectuée sur une colonne capillaire de silice fondue SLB-5ms (30 mx 0,25
mm de diamétre interne x 0,25 um df) (Merck KGaA, Darmstadt, Allemagne). L'hélium a

été utilisé comme gaz vecteur, a une vitesse linéaire constante de 30,0 cm/s ce qui
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correspond a une pression d'entrée de 97,4 kPa. La température de l'injecteur a été fixée a
280 ° C. Les échantillons ont été dissous dans de I'acétate d'éthyle (10% p/p) puis 0,5 pL
ont été injectés en mode division (split) avec un rapport de division (split ratio) de 1:20. Le
programme de température était le suivant: 50 °C - 3 °C/min - 350 °C ensuite maintenu
pendant 5 min pour les deux espéces. La température du DIF a été réglée a 280 ° C
(fréquence de données ou sampling rate 200 ms), les débits d'hydrogéne et d'air ont été fixé
a 40 ml / min et 400 mL / min, respectivement. Les données ont été collectées par le
logiciel LabSolution ver. 5,92 (Shimadzu, Kyoto, Japon). La quantification de la
composition chimique a été déterminée comme étant le pourcentage de surface des pics
sans aucune correction.

Les analyses CG-SM ont été réalisées sur un systeme GC-QP2010 (Shimadzu, Kyoto,
Japon).

Les conditions d’analyses a savoir, la colonne, le programme de température du four, les
parameétres d'injection et le gaz vecteur étaient similaires a celles de 1’analyse par CG/DIF.
Les températures d'interface et de source d'ions étaient fixées a 250 °C et 200 °C,
respectivement. L'acquisition a été faite en mode scan complet dans I’intervalle de masse
de 40 - 500 m/z, avec un intervalle de fréquence de balayage de 0,2 s. La gestion des
données a été prise en charge par Logiciel LabSolution GCMS ver. 4.30 (Shimadzu,
Kyoto, Japon). Pour la caractérisation, les bases de données suivantes ont été utilisées :
W11N17 (DB1) (Wileyl1-Nistl7, Wiley, Hoboken, USA) ; Mass Finder 3 (DB2) (D.H.
Hochmuth, www.massfinder.com) et FFNSC 3.0 (DB3) (Shimadzu, Kyoto, Japon). Les
indices de rétention pour les différents constituants ont été calculés par la co-injection de la
série homologue des n-alcanes saturés (C;-C4o ,1000pg/mL pour chaque alcane dans
I’hexane, 49452-U) acquis aupres de Merck KGaA (Darmstadt, Germany). L’identification
des composés est réalisée a deux niveaux, la premiére basée sur les banques de données
spectrales (DB1, DB2, DB3) en respectant un indice de similarité qui dépasse 85% et la
seconde basee sur la comparaison des indices de rétention calculés & partir de 1’équation de
Van Den Dool [280] avec ceux fournis par littérature [281-282] avec un filtre d’une fenétre
de +10 unités de I’IRL (indice de rétention linéaire). Une identification plus poussée a éte
effectuée, notamment, 1’élucidation structurale des produits soufrés en se basant sur des
spectres de masse rapportés par la littérature spéecialisée [45, 281-282].

Les analyses CG/DIF et CG/SM ont été réalisées au laboratoire de Chromaleont -
Département des sciences chimiques, biologiques, pharmaceutiques et environnementales,

Université de Messine — Italie
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1.4 Evaluation de ’activité antimicrobienne des huiles essentielles et des fractions

volatiles

1.4.1 Microdilutions

L'activité antibactérienne des échantillons d'HE et FV a été effectuée par la méthode
des microdilutions en milieu liquide, I’objectif étant de déterminer la concentration
minimale inhibitrice (CMI) qui représente la plus petite concentration de 1’agent bactérien,
ayant 1’habilité d’inhiber la croissance des bactéries testées. Six souches bactériennes ont
été utilisées pour évaluer les propriétés antibactériennes de la FV et de HE de D.
polypodioides. I s’agit de trois bactéries & Gram-positives : Staphylococcus aureus (ATCC
25922), Bacillus cereus (ATCC14975), Micrococcus liteus (ATCCLB 14110) et trois
bactéries a Gram négatif : Escherichia coli (ATCC43300), Salmonella typhimurium
(ATCC19430) et Agrobacterium tumefaciens (ATCC2300). Quant a I’espéce D.
dichotoma, huit souches bactériennes différentes ont été utilisées Staphylococcus aureus
(ATCC 44300) Escherichia coli (ATCC 25925), Enterococcus Feacium (ATCC 51559),
Pseudomonas aeroginosa (ATCC 9027), Micrococcus luteus (LB 14110), Enterobacter
cloacae (ATCC 13047), Agrobacterium tumefacien (ATCC 23308), Candida albicans
(ATCC10231). Les souches citées préecédemment ont été fournies par I'lnstitut Pasteur
d'Alger.

1.4.2. Repiguage des souches

Les souches microbiennes utilisées ont été ensemencés a 1’aide d’une anse en platine
stérile sur des boites de Pétri de 90 mm contenant respectivement le milieu Mueller-Hinton
solide. Ce dernier est adéquat pour la croissance de nombreux microorganismes et ne
contient pas d’inhibiteurs des antibiotiques. Ces boites ont été incubées a 37 °C pendant
24h.,

1.4.3 Préparation et composition des milieux de culture

Les conditions de la croissance des bactéries varient selon leurs natures. Il n’existe pas des
conditions de culture standard qui permettent la croissance de toutes les bactéries. La
méthode de dilution sur gélose, recommandee par le comité national pour les normes de
laboratoire cliniques (NCCLS) [283], a éte utilisée pour la détermination de la
concentration minimale inhibitrice (CMI). Le milieu de culture utilisé est le Lauria Bertani

(LB) liquide pour I'HE de I’espéce D. polypodioides, sa composition chimique est



54

constituée de 10 g de peptone, 5 g d'extrait de levures, 10 g de NaCl. Le mélange est
solubilisé dans 1L d’eau distillée. Concernant I’HE de I’espéce D. dichotoma, le milieu de
culture utilisé est I’International Streptomyces Project (ISP2) liquide (4 g de glucose, 10 g
d’extrait de malt, et 4 g de I’extrait de levure). Le pH des milieux est ajusté avant la
stérilisation a 7.2 par une solution de NaOH 1M. La stérilisation du milieu a été réalisée

avec I’autoclave pendant 20 min a 120 °C.

1.4.4 Préparation de I’inoculum

Des colonies bien isolées et identiques de chaque souches bactériennes sont raclées a 1’aide
d’une pipette pasteur et déchargées dans 100 ml de milieu de culture stérile, puis agitées

quelques minutes et incubées dans un bain marie pendant 24 h a 37 °C.

Figure 2.5 : Préparation de I’inoculum

1.4.5. Préparation des différentes concentrations des huiles essentielles et de la

fraction volatile

La méthode de microdilution (figure 2.6) a été utilisée pour déterminer les concentrations
minimales inhibitrices (CMI) des HEs et des fractions volatiles. La suspension bactérienne
fraiche est préparée a partir d’une culture jeune et pure de 18 & 24 h, elle est ensuite ajustée
a une turbidité de 0.5 McFarland. Le test a été réalisé dans des tubes a essai, chaque tube a
été rempli par le bouillon nutritif, dont le premier tube contient 4ml de bouillon qui est
mélangé avec 60 pl de I’'HE (la gamme de concentration est de 15 a 0.06 pl/ml). Les
délutions binaires ont été réalisées dans des tubes contenant 2ml de bouillon nutritif et
mélangées avec des suspensions bactériennes (50 ul). Le dernier tube a été utilisé en tant
que control négatif (4 ml bouillon nutritif +50 pl inoculum). Par la suite, les tubes ont éte
incubés a 37°C pendant 24 h.
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Figure 2.6 : Représentation graphique de la méthode de microdilution en milieu liquide.

1.4.6. Lecture des résultats

La concentration minimale inhibitrice a été déduite a partir des tubes pour lesquels il n'y

avait pas de croissance visible aprés 24 h d'incubation.

1.4.7 Evaluation de Pactivité antimicrobienne de I’huile essentielle de Dictyota

dichotma

1.4.7.1 L’antibiogramme

Cette méthode a été appliquée pour les HEs de I’espéce D. dichotoma.
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Figure 2.7 : Représentation de la méthode de diffusion sur disque [284].

1.4.7.2 Souches utilisées

Les souches utilisées sont conservées par repiquage sur gélose nutritive favorable a leur

croissance. Elles sont regroupées dans le tableau 2.1.

Tableau 2.1 : Souches bactériennes utilisées

Souches Gram Références (ATCC)

+ ATCC 44300

Staphylococcus aureus
; ATCC 25925

Escherichia coli
Agrobacterium ATCC 23308
tumefaciens
Enterococcus Feacium - ATCC 51559
Pseudomonas aeroginosa ) ATCC 9027
Micrococcus luteus o LB 14110

Enterobacter cloacae ATCC 13047

Candida albicanss / ATCC10231




57

1.4.7.3 Préparation du milieu de culture

La méthode de I’antibiogramme (figure 2.7) a été utilisée pour déterminer la sensibilité
des bactéries. A cet effet, les milieux gélosés (Muller-Hinton pour les bactéries et
Sabouraud pour les levures) ont été fondu dans un bain marie réglé a 95°C, ensuite coulé
dans des boites de Pétri de 90mm de diametre. A la fin de I’opération, ils sont laissés

refroidir et solidifier.

1.4.7.4 Préparation de I’inoculum

Des colonies bien isolées et identiques de chacune des souches bactériennes obtenues
d’une culture jeune et pure de 18 a 24 h sont raclées et déchargees dans 100 ml de milieu
de culture stérile, puis agiter quelques minutes et incuber pendant 24 h a 37 °C pour les

bactéries et a 30°C pendent 48h pour les levures.

1.4.7.5 Ensemencement

Aprés solidification des milieux de cultures, un écouvillon stérile est introduit dans une
suspension bactérienne et essorer sur la paroi de la bouteille afin de rejeter ’exces de
bouillon. Ensuite, la gélose est ensemencée par frottement de I'écouvillon sur la totalité de
la surface gélosée Mueller-Hinton 2 a 3 fois en tournant la boite afin d’assurer une bonne
répartition de I’inoculum. Enfin, les boites de Pétri sont incubés pendant quelques minutes

a température ambiante.

1.4.7.6 Déposition des disques et incubation

Des disques absorbants stériles sont imprégnes dans I’HE pure de D. dichotoma, ils sont
Iégerement séchés et déposés dans le centre de la boite inoculé avec la souche en appuyant
légérement pour qu’il adhére bien a la gélose. Par la suite, les boites sont incubées dans

I’étuve pendant 24 h a 37°C pour les bactéries et a 30°C pendant 48 h pour les levures.

1.4.7.7 Lecture des résultats

La détermination de la résistance ou la sensibilité des bactéries vis-a-vis de I’HE se fait par
la mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour de chaque disque a 1’aide d’un pied a
coulisse en mm sur le fond de la boite fermée.

La lecture des résultats est faite en respectant les diametres de la zone d’inhibition

exprimés en mm autour de chaque disque [285]
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e Trés fortement inhibitrice : diamétre de la zone > =30mm

e Fortement inhibitrice: 21mm < diamétre de la zone < 30mm
e Modérément inhibitrice : 16mm < diamétre de la zone <21mm
e Légérement inhibitrice : 11mm < diamétre de la zone < 16mm

e Non inhibitrice : diamétre de la zone < 11 mm

2. Résultats et discussion

2.1 Etude chimique et détermination de I’activité antibactérienne de I’huile essentielle

et la fraction volatile de D. Polypodioides

2.1.1 Taux d’humidité du matériel algal

Concernant I’espéce D. polypodioides, I’humidité relative a été estimée en utilisant une
masse de 240 g d’algue fraiche. La masse d’algue séche obtenue est de 66.6 g.

L humidité relative H (%) = 72.25 %.

A propos de I’algue D. dichotoma, I’humidité relative a été calculée en utilisant une masse
d’algue fraiche de 32.6 g, la masse d’algue séche obtenue est de 10 g.

L’humidité relative H (%) = 69.3 %.

2.1.2 Rendement en extrait brut

Le rendement moyen (série d’extractions) en extrait brut éthéré de I’espéce D.
polypodioides obtenu dans la présente étude est de 1%, cette valeur est du méme ordre de
grandeur que celle obtenue dans d’autres travaux sur la méme espece [286]. |l faut
préciser que le rendement obtenu pour cette espece est relativement faible par rapport a
d’autres especes de la méme famille des algues brunes ou les rendements fluctuent entre 4
a 8 % [287]. Les rendements d’extraits obtenus a partir de plantes terrestres sont dans le
méme intervalle de valeurs [288]. De plus la variation du rendement est intimement liée a
la méthode d’extraction, la saison et le lieu de récolte, la nature de I’espece ainsi qu’a la

procédure de traitement de 1’échantillon.

2.1.3 Caractéristigues organoleptiques de ’extrait éthéré

Les caractéristiques organoleptiques des extraits et huiles englobent, en particulier,
I’aspect, la couleur et 1’odeur. Les qualités organoleptiques sont notamment valorisees

dans I’industrie des aromes alimentaires et de la parfumerie [289], elles sont a I’apparence
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des propriétés simples, mais elles peuvent fournir des informations trés précieuses sur la
qualité des produits et extraits étudiés. Les caractéristiques organoleptiques de 1’extrait de
D. polypodioides sont données sur le tableau 2.2.

Tableau 2.2 : Propriétés organoleptiques de I’extrait de D. polypodioides

Caractéres organoleptiques

Aspect Pateux
Couleur Verdatre
Odeur Forte odeur caractéristique

Ces propriéteés sont généralement relevées dans la majorité des extraits d’algues brunes. La
couleur verte est liée a la présence de la chlorophylle qui masque la couleur jaune orange

de la fucoxanthine.

2.1.4 Rendement de la fraction volatile

Le rendement moyen de la FV d’un grand nombre de manipulations est de 6.6%. Ce
rendement est nettement inférieur a celui obtenu sur la méme espéce lors d’un travail
antérieur [286]. Ceci démontre, encore une fois de plus, que des parametres tels que : la
période de récolte, la méthode d’extraction, temps d’extraction et le solvant d’extraction

peuvent influencer le rendement.

2.1.5 Rendement de ’huile essentielle

Le rendement moyen de I’HE est de 0,08 %, cette valeur est semblable a celle obtenues a
partir d’autres algues brunes [290], elle est nettement inférieur que celle de la FV. Cette
différence de rendement peut étre liée a la différence de composition chimique des deux
huiles mais aussi au procédé d’entrainement lui-méme. Le contact de la vapeur avec
I’extrait d’algue pourrait entrainer plus de produit que celui du contact directe entre la
vapeur et I’algue. Ces constats ne sont que des hypothéses qui nécessitent une étude

laborieuse pour aboutir a des résultats concluants.

2.1.6. Caractéristiques organoleptiques de la fraction volatile et I’huile essentielle

Les propriétés organoleptiques de FV et d’HE estimées par nous-mémes, sont regroupées

dans le tableau 2.3.
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Tableau 2.3 : Propriétés organoleptiques de la fraction volatile et I’huile essentielle de D.
polypodioides

Caractéres organoleptiques

Aspect Couleur Odeur
] ] - : Forte odeur marine
Fraction volatile Liquide visqueux Jaunatre
Huile essentielle Huileux Jaune-orange Forte odeur marine

La FV et HE de D. polypodioides sont caractérisées par une odeur marine assez forte et
caractéristique du littoral marin, elles furent parmi les premicres essences issues d’algues a

intéresser I’industrie de la parfumerie [20].

2.1.7 Analyse de I’huile essentielle et de la fraction volatile par CG/SM

L’analyse par CG/SM et par CG/DIF a été réalisée dans les conditions décrites ci-dessus.
Elle a permis I’identification de 70 et 72 composés représentant 80,6% et 86,4% de la
composition globale de HE et de la FV, respectivement (tableau 2.4). Le tableau 2.4
regroupe la composition chimique de la FV et HE de D. polypodioides, les banques de
données utilisées dans I’identification, les indices de rétention calculés et ceux fournis par
la littérature ainsi que les pourcentages des différents composés déterminés par CG/DIF.
Les profils chromatographiques de la FVet I’HE sont donnés en appendice (Appendice A).
Tableau 2.4 : Composition chimique de la fraction volatile et I’huile essentielle de D.

polypodioides

N° Composés Tr Database LRI | LRI | FV% | HE%%
1 | Acide Butyrique 4,91 DB1, DB2, DB4 818 799 - 1,38
2 | Hexanal 5,37 DB1, DB2, DB4 801 801 t 0,32
3 | Furfural 6,31 DB1, DB4 822 829 - 0,48
4 | Acide Isovalerique 6,39 DB1, DB4 842 831 0,19 -
5 | 2-Furanmethanol 6,97 DB1, DB4 849 849 - 0,12
6 | Acide Pentanoique 8,03 DB1, DB2, DB4 911 881 - 0,07
7 | Heptanal 8,73 DB1, DB4 906 | 901 - 0,24
8 5-methyl-Furfural 11,23 DB1, DB4 960 958 0,05 t
9 | Méthanesulfonate de méthyle 11,94 DB1 983 975 - 0,29
10 | Acide Hexanoigue 11,99 DB1, DB4 997 | 976 t 0,23
11 | vinylamylcarbinol 12,11 DB1, DB4 978 | 979 - 0,05
12 2-pentyl-Furane 12,57 DB1, DB4 991 989 0,08 -
13 | Acide Pyromucique 13,07 DB1, DB4 1087 | 1001 - 0,32
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14

Eucalyptol 14,52 DB1, DB4 1032 | 1031 | 0,05 -
15 | Oct-3-én-2-0ne 14,82 | DB1,DB2,DB4 | 1036 | 1037 - 0,11
16 | phenylacetaldehyde 15,09 | DB1, DB2, DB4 | 1045 | 1042 - 0,09
17 | Oct-(2E)-enal 15,80 | DB1,DB2, DB4 | 1059 | 1057 - 0,06
18 | Acide Heptanoique 16,58 | DB1,DB2, DB4 | 1116 | 1073 | 0,16 | 0,40
19 | 3 5-Octadien-2-one 17,50 DB1, DB4 1091 | 1092 - 0,22
20 | pictyopteréne A 18,61 DB1, DB3 1099 | 1115 | 14,08 | 9,29
21 Dictyopteréne B' (Hormosirene) 20,29 DB1, DB3 1150 | 1150 | 1,08 | 0,39
22 | (2E)-Nonenal 20,72 | DB1,DB2,DB4 | 1163 | 1159 | 0,12 -
23 | Dictyopteréne D' 21,49 DB1, DB3 1147 | 1162 | 1,76 | 0,19
24 | Dictyopteréne C' (Dictyoténe) 21,90 DB1, DB3 1155 | 1169 t 1,55
25 | safranal 22,61 | DB1,DB2,DB4 | 1201 | 1198 - 0,12
26 | Acide (2E)-Octenoique 23,13 | DB1,DB2,DB4 | 1211 | 1209 - 0,09
27 | (E, E) -2,4 Nonadiénal 23,41 | DB1,DB2,DB4 | 1218 | 1215 | 0,07 | 0,07
28 | B Cyclocitral 23,57 DB1, DB4 1223 | 1219 | - 0,06
29 | Heptylidéne acétone 24,47 DB1, DB4 1242 | 1238 - 0,08
30 | B Cyclohomocitral 25,24 DB1, DB4 1256 | 1255 - 0,05
31 | Acide Nonanoique 25,83 DB1, DB4 1289 | 1268 | 0,21 -
32 | 1-Undecen-3-one 26,37 DB1, DB2 1279 | 1279 | 1,33 | 1,07
33 | 3-Undecanone 26,69 DB1, DB2 1283 | 1286 | 0,28 | 0,40
34 | Tridécane 27,27 | DB1,DB2, DB4 | 1300 | 1299 - 0,11
35 | (E, E) 2,4-Decadiénal 28,12 | DB1,DB2,DB4 | 1322 | 1318 | 0,05 | 0,16
36 | 1,1,6-trimethyl-1,2-Dihydronaphthaléne 29,70 DB1, DB2 1354 | 1354 - 0,28
37 | Acide Décanoique 30,17 DB1, DB2 1398 | 1364 | 0,12 | 0,32
38 | B Cubébene 31,21 DB1, DB4 1392 | 1388 t 1,11
39 | Aromadendréne 33,39 DB1, DB4 1438 | 1439 | 027 | 0,14
40 | Trans Geranylacetone 33.69 DB1, DB4 1450 | 1447 - 0,39
41 | 9-epi-(E)-Caryophylléne 34,27 DB1, DB4 1464 | 1461 | 0,71 -
42 | B Tonone 35,05 DB1, DB4 1482 | 1479 - 0,61
43 | Jonone epoxide 35,14 DB1, DB4 1483 | 1482 - 0,49
44 | 1-Pentadecéne 35,55 | DB1,DB2, DB4 | 1493 | 1491 - 0,58
45 | Bicyclogermacréne 35,76 DB1, DB4 1497 | 1496 | 0,20 -
46 | pentadecane 35,86 | DB1,DB2, DB4 | 1500 | 1499 | 0,25 -
47 | Aromadendra-1(10),4(15)-diéne 36,10 DB1, DB3 1506 | 1505 | 0,19 -
48 |y Cadinéne 36,46 DB1, DB4 1512 | 1514 | 0,16 -
49 | 5 cadinéne 36,67 DB1, DB4 1518 | 1519 | 0,34 | 0,36
50 |4,4,7a-trimethyl-5,6,7,7a-tetrahydro-2(4H)-

Benzofuranone, 37,02 DB1, DB4 1538 | 1528 0,23 1,10
51 | Acide Dodécanoique 38,35 DB1, DB4 1581 | 1562 | 0,18 | 0,52
52 Spathulenol 39,00 DB1, DB4 1576 | 1578 | 0,53 | 0,26
53 | Gleenol 39,37 DB1, DB4 1590 | 1587 | 0,64 | 055
54 | viridiflorol 39,70 DB1, DB4 1594 | 1596 | 1,01 | 0,88
55 | Rosifoliol 40,15 DB1, DB4 1609 | 1608 | 0,23 | 0,23
56 | (3-oxoundec-4-enyl) sulfure 40,52 [49, 50,175] / 1615 | 1,31 | 10,64
57 | Benzophénone 40,99 DB1, DB4 1627 | 1630 - 0,25
58 | epi-aMuurolol 41,57 DB1, DB4 1645 | 1645 | 051 | 0,17
59 | Hedione 41,71 DB1, DB4 1650 | 1649 - 0,12
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60 | cadin-4-en-10-ol 42,03 DB1, DB4 1659 | 1658 | 0,76 | 1,31
61 | Tetradécanol 42,74 | DB1,DB2,DB4 | 1680 | 1677 | 0,31 -
62 | 1-Heptadecene 4329 | DB1,DB2,DB4 | 1693 | 1692 | 031 | 044
63 | Heptadecane 4357 | DB1,DB2,DB4 | 1700 | 1699 | 1,91 | 051
64 | pentadecanal 4410 | DB1,DB2,DB4 | 1715 | 1714 | 0,24 -
65 | 7-methyl- Heptadecane 45,14 DB1, DB4 1739 | 1743 | 0,84 -
66 | Acide Tétradecanoique 46,09 | DB1,DB2,DB4 | 1773 | 1770 | 457 | 2,25
67 | Octadéc-1-éne 46,87 | DB1,DB2,DB4 | 1793 | 1791 - 0,25
68 | 1-Tetradecanol-acétate 47,39 DB1, DB4 1810 | 1806 | 0,59 -
69 | Farnesylacétate 48,26 DB1, DB4 1832 | 1832 | 0,14 | 0,09
70 | phytone 48,55 DB1, DB4 1841 | 1841 | 1,18 | 0,08
71 3-Hexyl-4,5-dithyacycloheptanone 50,20 [49-50,175] / 1889 | 32,64 | 28,07
72 | (3-oxoundec-4-enyl)thioacetate 50,57 [49-50,175] / 1900 - 0,92
73 | (3-oxo-undecyl)thioacetate 50,76 [49, 50,175] / 1906 - 0,88
74 | mtéhyl-Hexadécanoate 51,34 DB1, DB4 1925 | 1924 | 0,44 -
75 | Hexadécanolact-16-one 51,85 DB1, DB4 1938 | 1943 2,02 1,90
76 | Acide Hexadécanoique 52,68 DB1, DB4 1977 | 1966 | 3,57 | 3,81
77 | Eicosane 53,75 DB1, DB4 2000 | 1999 | 0,34 -
78 | Eicosene 53,99 DB1, DB4 1994 | 2007 | 0,15 -
79 | Octadécanal 54,43 DB1, DB4 2014 | 2020 - 0,27
80 | Acide gras Insaturés C18 (NI) 54,83 / / 2033 | 2,05 | 0,67
81 Acide gras Insaturés C18 (NI) 54,99 / / 2038 | 145 | 0,62
82 Acide gras Insaturés C18 (NI) 55,55 / / 2057 | 0,48 -
83 | Heneicosane 56,82 DB1, DB4 2100 | 2098 | 0,09 -
84 | phytol 57,12 DB1, DB4 2111 | 2018 | 0,45 | 0,09
85 | Acide Oleigue 58,02 DB1, DB4 2142 | 2138 | 1,80 | 1,07
86 | dibutyl-Decanedioate 58,86 |DB1,DB2,DB4 | 2168 | 2167 | 0,40 -
87 | Docosane 59,80 DB1, DB4 2200 | 2199 | 0,42 -
88 | Acétyl tributyl citrate 61,19 DB1, DB4 2254 | 2247 | 0,25 -
89 | Tricosane 62,63 DB1, DB4 2300 | 2298 | 0,50 -
90 | Acide (52,82,117,14Z) eicosatétraenoique 62.73 DB1, DB4 2305 | 2302 | 0.42 | 0.19
91 |Acide (52,82,11Z,14Z,172)

eicosapentaenoique 62.85 DB1, DB4 2315 | 2334 | 0.10 | 0.06
92 | Tétracosane 65,35 DB1, DB4 2400 | 2398 | 0,21 -
93 | pentacosane 67,97 DB1, DB4 2500 | 2498 | 0,27 -
94 | Hexacosane 70,50 DB1, DB4 2600 | 2598 | 0,29 | 0,04
95 | Heptacosane 72,93 DB1, DB4 2700 | 2698 | 0,21 -
96 | Octacosane 75,28 DB1, DB4 2800 | 2798 | 0,17 -
97 | squaléne 75,56 DB1, DB4 2810 | 2811 t 0,05
98 | Nonacosane 77,55 DB1, DB4 2900 | 2898 | 0,17 -
99 | Triacontane 79,75 DB1, DB4 3000 | 2998 | 0,10 -
100 | Hentriacontane 81,90 DB1, DB4 3100 | 3098 | 0,14 -
101 | potriacontane 83,98 DB1, DB4 3200 | 3197 | 0,05 -

NI : Non identifié, t : trace < 0.02%, Tr : Temps de Rétention, LRI : Indice de Rétention Linéaire rapportés

dans la littérature, LRI, : Indice de Rétention Linéaire calculés.
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L’examen du tableau 2.4 révele la présence dans la composition chimique de la FV et ’'HE
de cinq classes chimiques distinctes et un groupe formé d’un mélange de composés
diversement fonctionnalisés. Nous allons regrouper dans le tableau 2.5 le nom de la classe
chimique et les numéros par ordre d’apparition des composés correspondants dans le
tableau 2.4.

Tableau 2.5 : Répartition des composés par classe chimique

Nom de la classe chimique Numéro d’apparition des Teneur %
(Abréviation) composés dans le tableau 5 HE FV

Hydrocarbures  en C11 |20, 21, 23, 24, 32, 33 12,9 18,6

(HCC11)

Terpénes (Terp.) 14, 25, 28, 38, 39, 40, 41, 54 55
45, 47, 48, 49, 52, 53, 54,
55, 58, 60, 69

Acides gras (A.G.) 66, 74-76, 80, 81, 82, 85, 11,7 15,3
90, 91

Composes soufrés (C.S.) 9,56, 71, 72,73 40,8 339

Alcanes, alcénes et composeés | 34, 46, 63, 65, 77, 83, 87, 25,3 34,3

oxygénés apparentés (alcools, | 89, 92 a 101,

carbonyles et esters) (AACA) | 44, 62, 67, 78, 2, 7, 17, 19,
15, 22, 27, 29, 35, 61, 64,
67, 68, 74, 75, 79, 86, 65

Composés diversement | 3, 5, 8, 11, 12, 13, 16, 30, 4,1 1,6
fonctionnalisés (CDF) 36, 42, 43, 50, 57, 59, 70,
88

Afin de donner un apercu plus clair sur la présence des différentes classes chimiques dans
la composition chimique des deux huiles, nous avons représenté les données du tableau 2.5
sous forme d’histogrammes (figure 2.8) en prenant en considération la teneur de chaque

classe.
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Figure 2.8 : Teneur des différentes classes chimiques dans la fraction volatile et
I’huile essentielle

L’examen de la figure 2.8 montre clairement la prédominance de la classe des composés
soufrés et des hydrocarbures en C11 au sein de la FV et I’HE. Elles sont suivies par la
classe des acides gras et des alcanes, alcenes et les composés apparentés. La classe des
terpénes et des composes diversement fonctionnalisés ont les teneurs les plus faibles. En
termes de composés majeur, les tableaux 2.4 et 2.5 révélent la prépondérance des
métabolites, le 3-hexyl-4,5-dithiacycloheptanone et le dictyoptérene A, ils sont d’ailleurs
les composés majoritaires de la FV et de I'HE. Ce résultat n'est guére surprenant, car ces
composés sont particulierement caractéristiques de 1’espéce D. polypodioides notamment,
celle originaire de la mer Méditerranée [17, 20,126]. Mais d’une maniére générale, il est
mentionné que la composition chimique est étroitement dépendante de I'origine de I'espece
[23, 45, 145].

La méme figure 2.8 révéle que la classe des composes soufrés est plus importante dans
I’HE (40.8%) en comparaison a celle de la FV (33.9%) et le phénoméne inverse est
constaté concernant la classe des hydrocarbures en C11 (FV: 18.6% ; HE: 12.9 %).
Toutefois, la classe des acides gras (FV : 15.3 % ; HE : 11.7%) et des terpénes (FV : 5.5% ;
HE : 5.4%) ont relativement des teneurs comparables dans les deux huiles. Cette différence
en teneurs entre les classes des composés soufrés, des hydrocarbures en C11 et des acides
gras dans les deux huiles pourrait étre interprétée par la voie metabolique permettant la
biosyntheése des trois classes de composés. Une revue exhaustive des voies biosynthétiques
des trois classes (figure 2.9) basée sur la littérature [49-50,116,133,291-294] nous a permis

de les regrouper et par la méme occasion proposer d’autres voies plausibles (PP), en
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concordance avec les voies déja élucidées et confirmées, basées sur la présence de
métabolites secondaires dans la composition chimique (tableau 2.4) intervenant comme
précurseurs biosynthétiques notamment, les acides gras insaturés en C-18 (80-82).
L’examen de la figure 2.9 révéle la présence d’une exceptionnelle et surprenante plaque
tournante, semblable & un réseau de neurones, reliant les voies métaboliques des différentes
classes chimiques.

Ainsi, comme reporté dans la partie synthése bibliographique [&4.2], I’espéce D.
polypodioides (voir le genre Dictyopteris) est caractérisée par des voies biosynthétiques
interactives pouvant mener aux différentes classes chimiques (figure 2.9). A cet effet, les
acides gras insaturés en C18 (80-82) sont plus que probablement [50] impliqués, tout
comme 1’acide arachidonique et eicosapentaénoique, dans la biosynthese des précurseurs
des hydrocarbures en C11 et des composés soufrés. La forte teneur des composés soufrés
(C.S.) pourrait étre fort plausiblement liée a un processus de dégradation/conversion des
acides gras et des hydrocarbures en C11 conduisant au C.S. D’une maniére plus explicite,
la somme des teneurs des classes des C.S, A.G. et HCC11 dans la FV (67.8 %) est
approximativement identique a celle dans I’HE (65.4%). En outre, la somme des teneurs
des classes chimiques des C.S. et HCC11 dans la FV et I’HE sont de 52.5 % et 53.7 %,
respectivement. Les résultats obtenus illustrent clairement 1’interactivité entre les voies
biosynthétiques conduisant au C.S. a partir des HCC11 et des A.G. et inversement via des
processus de (dégradation/conversion) qui sont intimement liés, entre autres, aux
techniques d’extraction. La FV tout comme I’HE est obtenu par un procédé basé sur
I’utilisation de la vapeur d’eau, par conséquent, on peut déduire que 1’hydrodistillation
pourrait, éventuellement, provoquer plus de dégradation a travers des réactions
d’oxydation et d’hydrolyse que I’extraction par le systtme de Dean Starck modifiée.

Dans le méme contexte, les composés soufrés (tableau 2.4) sont identifiés en se basant sur
des travaux antérieurs [49-50,175] et semblent é&tre dérivés des composés disulfures (figure
2.10) isolés de la méme espéce [175]. Dans ce cadre, le (3-oxoundec-4-ényl) sulfure (56)
semble étre un produit de dégradation du (3-oxoundec-4-ényl) disulfure et/ou du (3-
oxoundec-4-ényl) thioacétate (72), ce dernier en compagnie du 3-hexyll-4,5-
dithicycloheptanone (71) et le 3-oxo-undecylthioacétate (73) ont été isolés a partir des
especes de Dictyopteris [49] récoltée a Hawaii (figure 2.10). Les dérivés thioacétates sont
les précurseurs des hydrocarbures oxygénés en C11 tels que le 1- undécén-3-one (32) et le

3-undécanone (33) (Figure 2.10) identifiés dans les deux huiles (Tableau 2.4).
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Figure 2.9 : Voie de biosynthése des différentes classes chimiques dans le genre Dictyopteris
comme rapporté dans la littérature [49-50,116, 133, 291-294] et d’autres voies proposées (PP)

Le méthanesulfinothioate de méthyle (9), qui n'avait jamais été identifié dans I'HE du
genre Dictyopteris semble étre un produit de dégradation des composés disulfudes par 3
clivage de la liaison carbonyle suivi de I'oxydation du diméthyldisulfure (figure 2.11). Ce
dernier émis dans 1’atmosphére constitue un indicateur de recherche de nourriture pour les
oiseaux de mer [295]. Il a été trouvé dans des éponges marines du genre Ircinia [296]. La
teneur de la classe des alcanes, alcenes et composés apparentés dans la FV (10 %) est
quasiment le double par rapport a celle dans I'HE (5.4 %). La classe des alcanes est
particulierement présente dans le genre Cystoseira [43] et dans d'autres espéces d'algues

[297]. Dans le milieu aquatique, les composés tricosane et heinicosane ont été trouvés dans
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le phytoplancton marin [298] et les éponges [298], mais ils sont libérés par I'hémiptére

aquatique Notonecta maculata, qui est un prédateur des ceufs de moustiques.

(3-oxo-undecyl)-(3-oxoundec-4-enyl)disulfure bis-(3-oxo-undecyl)disulfure
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Figure 2.10 : Voie de dégradation des disulfures marins en composés soufrés et en
hydrocarbures en C 11 oxygénés [49]
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Nous allons terminer cette discussion par faire une analyse globale de la variation et la
présence intrigante de quelques composés particuliers. 11 est clairement établi 1’influence
du procédé d’extraction sur la composition chimique, une relation étroite existe entre les
deux aspects. Ainsi, le choix du procédé d’extraction est prépondérant dans la récupération
exhaustive des métabolites présents dans 1’échantillon d’algues ou autres organismes. Il
convient de noter également que la composition chimique de la FV actuelle est différente
de celle de la méme espece collectée sur le méme site quelques années auparavant [45], ce
résultat étant lié a la variation des parametres de I'écosystéme et plus particulierement au
niveau de pollution des mers de plus en plus élevé [176-178], ce qui provoque un état de
stress plus important. Une étude chimique saisonniere détaillée de la méme espéce a
conduit certainement a 1’¢lucidation des biomarqueurs qui peuvent &tre des outils trés
précieux dans le biosurveillance (biomonitoring) du littoral et par conséquent la protection
du milieu marin [299]. Enfin, nous avons noté la présence curieuse du 3,5-Octadien-2-one
(19) dans I’HE (0.22%) et sous forme de trace dans la FV, il faut rappeler que les isomeéres
E,E, E,Z du 3,5-Octadien-2-one agissent comme des phéromones sexuelles chez les
polychétes marins [300] et le criquet pélerin grégaire. Egalement, le dictyoptéréne D’ (23)
appelé aussi ectocarpéne est un composé volatil isolé de la plante Senecio isatideus [123],
il agit comme une phéromone algale responsable de l'attraction des gamétes males des

algues brunes du genre Ectocarpus.

2.1.8 Détermination de Dactivité antibactérienne de la fraction volatile et ’huile

gssentielle

2.1.8.1 Détermination de la concentration minimale inhibitrice

Comme rapporté dans la synthese bibliographique (& 4.3), les extraits et les métabolites du
genre Dictyopteris sont dotés d’une large gamme d’activités biologiques, notamment
I’activité antibactérienne. La FV et 'HE ont été testées de maniere quantitative dans
I’activité antibactérienne vis-a-vis de six bactéries & travers la détermination de la
concentration minimale inhibitrice (CMI), il a été procédé ensuite a la comparaison des
valeurs obtenues par rapports a des standards antibiotiques qui sont la kanamycine et le
chloramphénicol. Les valeurs de la CMI obtenues sont données dans le tableau 2.6.

L'examen du tableau 2.6 révele la forte activité antibactérienne de I’'HE vis-a-vis du
Staphylococcus aureus et Agrobacterium tumefaciens traduit par une CMI autour de 1519
pg/mL. De plus, les autres microorganismes se sont montrés nettement moins sensibles a

I’encontre de I’HE ou leurs CMI affichent des valeurs fluctuant autour de 3038 pg/mL.
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Cependant, la FV a montré les plus faibles valeurs de CMI vis-a-vis Micrococcus luteus et
Agrobacterium tumefaciens avec 6075 pg/mL et des valeurs de 12150 pg/mL vis-a-vis des
autres souches. Les standards antibiotiques ont montré une tres forte activité
antibactérienne vis-a-vis des souches testées en comparaison de I’HE et de la FV.

Tableau 2.6 : Détermination de la concentration minimale inhibitrice de 1’huile essentielle

et la fraction volatile de D. polypodioides.

CMI (ng /ml)
Microorganismes Gram HE FV Kanamycine | chloramphenicole
Staphylococcus aureus + 1519 12150 62,5 25
Bacillus cereus + 3038 12150 315 25
Micrococcusluteus + 3038 6075 62.5 25
Escherichia coli - 3038 12150 200 25
Salmonella - 3038 12150 62.5 12,5
typhimurium
Agrobacterium - 1519 6075 125 12,5
tumefaciens

Le tableau 2.6 révéle également I’effet inhibiteur nettement fort du chloramphénicol a
I’encontre de toutes les souches et ce en comparaison a la kanamycine.

En général, il a été constaté que les bactéries a Gram-positives sont sensibles lorsqu'elles
sont mélangées avec des HE [301], alors que les bactéries a Gram-négatives sont plus
résistantes a I'HE. Cet état de fait est lié a la présence d'une restriction de membrane
externe entourant les cellules des bactéries Gram-négatives, qui leur confere une résistance
et par conséquent elle bloque la diffusion des composants bioactifs dans les bactéries
[301]. Dans la présente étude, les bactéries les plus résistantes par rapport au FV et I'HE
étaient les bactéries a Gram-négatives Escherichia coli et Salmonella typhimurium. Nous
avons relevé que I’activité antibactérienne de I’HE contre tous les micro-organismes testés
était plus grande en comparaison a celle de la FV. Cette forte valeur peut étre attribuée a la
présence d'un pourcentage €levé de composés soufrés, ces composés sont biologiquement
trés actifs [136,302-303]. La presence d'une teneur notable de terpénes pourrait amplifier
I'activité antibactérienne de I'HE. En outre, une synergie entre les différents composants
mineurs pourrait provoquer une augmentation de l'activité antibactérienne de I'HE [304].
Enfin, il faut préciser que I'HE est caractérisée par la présence de [ ionones appartenant a

une classe chimique fortement bioactive [227]. Les résultats obtenus dans la présente étude
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sont meilleurs que ceux décrits précédemment sur la méme espéce [43], ¢’est un résultat
trés intéressant sur le plan pratique. Des travaux effectués sur I’HE de D. membranacea
récoltée en Turquie (0,015 pg/disque) n’a montré aucun effet sur un grand nombre de
souches testées a I’exception de Pseudomonas aeruginosa qui s’est montré moins
résistante. Cette différence de comportement de I’HE est liée entre autres, a la région et la
saison de récolte [23, 45, 145], le procédé d’extraction [176-178], aux facteurs
environnementaux, qui jouent un rdle important dans la croissance de I’algue et par
conséquent la production de métabolites bioactifs [177]. Sur la base de ce que nous avons
rapporté ci-dessus, nous pouvons conclure que 1’étude chimique et la détermination de
I’activité¢ biologique sont des parties intimement liées pour aboutir a des résultats
concluants, pour étre cohérent, il faut parler d’une étude metabolomique qui implique une

étude exhaustive englobant tous les aspects.
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2.2 Etude chimique et détermination de D’activité antimicrobienne de 1’huile

essentielle, des fractions volatiles et de la fraction de DP’espace de téte de Dictyota

dichotoma

La figure 2.12 résume le protocole opératoire du travail expérimental effectué.

Récolte de I’algue
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Figure 2.12 : Protocole opératoire des différentes étapes du travail

2.2.1 Rendement en HE d’algue séche et fraiche

Le rendement en HE obtenue a partir d’algue séche est de I’ordre de 1,57%, tandis que
celui de I’algue fraiche a été évalué a 2,74%. Ces valeurs sont nettement supérieures en
comparaison a celles obtenues & partir d’autres algues brunes [74, 290]. Bien que la
technique d’extraction soit la méme pour les deux échantillons, la valeur du rendement
d’algue fraiche est nettement supérieure par rapport a 1’algue séche.

Ces résultats semblent étre trés cohérents au regard du phénoméne d’entrainement a la

vapeur. En effet, I’eau d’humidité, en quantité importante, contenu dans ’algue fraiche
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provoque son gonflement et par voie de conséquence, elle facilite I’acces de la vapeur
d’eau et I’entrainement de I’HE. Cependant, I’algue séche dispose d’une texture rigide et
nécessite un temps d’équilibre, parfois important, pour gonfler complétement.

Plusieurs études montrent 1’obtention de rendements meilleurs avec du matériel végétal
frais [304]. Une étude sur les différentes méthodes de séchage a révélé que le séchage a
I’ombre dans un endroit sec et aéré était la meilleure voie de séchage [305].

Néanmoins, ces résultats sont tributaires de la nature du matériel végétal et de sa structure
physique. Il se pourrait que le séchage n’ait pas d’influence directe sur le rendement de
I’HE [306]. Dans ce sens, Plusieurs travaux relatifs au séchage des plantes montrent que
I’augmentation du taux d’extraction des HEs avec le séchage suggere la continuité et
1’accélération de la biosynthése des HEs apres la récolte du matériel végétal [304].

Compte tenu de la faible quantité d’algue fraiche, aucune évaluation biologique n'a pu étre

réalisée sur I'HE d’algue fraiche.

2.2.2 Caractéristiques organoleptiques d’huile essentielle

La qualité des HESs est en relation étroite avec leurs propriétés sensorielles. Dans ce cadre,
les HEs de D. dichotoma seche et fraiche extraites par hydrodistillation ont été évaluées
par rapports aux propriétés organoleptiques : aspect, couleur et odeur. La caractérisation
organoleptique des HEs est présentée dans le tableau 2.7.

Tableau 2.7 : Propriétés organoleptiques d’huile essentielle de D. dichotoma fraiche et

seche

Caractéristiques

H.E de D. dichotoma

H.E de D. dichotoma

caractéristique

organoleptiques seche fraiche
Aspect Liquide Liquide
Couleur Jaune Jaune
Odeur Forte odeur verte et Forte odeur verte et

caractéristique

2.2.3 Analyse chimigue des huiles essentielles de Dictyota dichotoma fraiche et seche

par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse

L’analyse chimique des HEs de I’algue séche et fraiche a été réalisée par chromatographie

en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse. Les tableaux 2.8 et 2.9 regroupent
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les composés identifiés, les banques de données utilisées, les indices de rétention et la

teneur de la composition chimique sont obtenue par CG/DIF. Les profils
chromatographiques sont donnés en appendice (Appendice A).
Tableau 2.8 : Composition chimique de I’huile essentielle de I’algue séche

%
N° Tr Nom Database I Lit lca FID
1 11,04 | 6- méthyl-5-Hepten-2-one DB1, DB2, DB3 986 984 | 015
2 | 11,39 |6- méthyl -5-Hepten-2-ol DB1, DB2, DB3 995 993 t

2,6,6-Trimethylcyclohex-2-ene-1,4- DB1, DB2, DB3
3 18,24 | dione 1148 1146 t
4 18,63 | Nona-(2E,67)-diénal DB1, DB2, DB3 1153 1154 t
5 25,13 | Benzo-2,3-pyrrole DB1, DB2, DB3 1297 1295 | 0,07
6 27,51 |a Cubébéne DB1, DB3 1349 1349 0,4
7 28,51 |oYlangeéne DB1, DB3 1371 1372 0,1
8 28,79 | o Copaéne DB1, DB3 1375 1378 0,1
9 29,15 | B Bourbonene DB1, DB3 1382 1387 | 0,64
10 | 29,32 |B Cubébene DB1, DB3 1392 1390 | 3,31
11 | 29,52 |Sativéne DB1, DB3 1394 1395 | 0,15
12 | 30,64 |B Ylangene DB1, DB3 1422 1422 0,6
13 | 31,13 |Calaréne DB1, DB3 1434 1433 0,5
14 31,3 | B Copacne DB1, DB3 1433 1437 | 0,02
15 31,84 | Corvol ether A [307] / 1449 10,8
16 | 31,95 |Cadina-3,5-diéne DB1, DB3 1452 1453 | 0,16
17 | 32,43 |9-Epi-Caryophylléne DB1, DB3 1464 1464 0,2
18 | 32,45 | A amorphéne DB1, DB3 1484 1474 | 0,10
19 | 32,93 |y Gurjunéne DB1, DB3 1476 1476 | 0,71
20 | 33,20 |cis-4,10-Epoxyamorphane DBI1, DB3 1480 1483 | 22,00
21 | 33,33 |Germacréne D DB1, DB3 1485 1486 | 6,63
22 | 33,61 |1-Pentadecene DB1, DB2, DB3 1493 1491 0,2
23 | 33,78 |y Amorphane DB1, DB3 1490 1497 9,6
24 | 33,87 |Epi-Cubebol DB1, DB3 1498 1499 0,2
25 | 33,96 |oMuuroléne DB1, DB3 1497 1502 | 0,11
26 34,4 | Tridecanal DB1, DB2, DB3 1516 1512 0,2
27 34,55 | Pentadecence DB1, DB2, DB3 1517 1516 0,12
28 | 34,68 |Cubebol DB1, DB3 1519 1519 2,9
29 34,8 |5 Cadinéne DB1, DB3 1518 1522 | 045
30 | 35,01 |Zonaréne DB1, DB3 1526 1528 | 8,26
4,4, 7a-trimethyl- 5,6,7,7a-tetrahydro- DB1, DB3 1538

31 35,20 | 2(4H)-Benzofuranone 1529 0,4
32 | 3544 |oCalacorene DB1, DB3 1544 1538 | 0,33
33 | 36,90 |Palustrol DB1, DB3 1568 1575 | 0,12
34 | 3751 |Gleenol DB1, DB3 1590 1590 | 1,85
35 | 39,11 |Epicubenol DB1, DB3 1631 1633 0,2
36 | 39,70 |Cedreanol DB1, DB3 1645 1648 5
37 | 39,82 |aMuurolol DB1, DB3 1651 1651 | 1,08
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38 | 40,83 |Cadaléne DB1, DB3 1677 1678 | 0,01
Germacra-4(15),5,10(14)-trien-1-alpha- DB1, DB3
39 | 4126 |ol 1683 1690 | 0,82
40 | 42,22 |Pentadecanal DB1, DB3 1714 1716 | 0,16
41 | 42,85 | Muurol-5-en-4-one <cis-14-nor-> DB1, DB3 1689 1729 13
42 | 43,80 |Acide Tétradécanoique DB1, DB2, DB3 1773 1770 | 0,12
43 | 44,16 |Hexadecan-2-one [308] 1772 1774 0,4
44 | 4434 |NI / / 1776 | 0,34
45 | 44,66 |Epi-Cyclocolorenone DB1, DB3 1775 1783 | 0,75
46 | 44,86 |4,10(14)-Cadinadien-8-B-ol DB1, DB3 1784 1790 | 0,12
47 | 4548 |NI / / 1812 | 0,22
48 | 46,35 |Acétate de farnesyle DB1, DBZ, DB3 1832 1832 | 0,05
49 | 46,64 |6,10,14-Trimethylpentadecan-2-one DB1, DB2, DB3 1841 1842 0,1
50 48,14 | 3-Hexyl-4,5-dithiacycloheptanone [49-50, 175] / 1889 1,22
51 | 49,76 |Cembréne DB1, DB2, DB3 1939 1935 0,1
52 | 50,61 |Acide Hexadécanoique DB1, DB2, DB3 1977 1967 | 0,32
53 | 51,63 | Abieta-8,12-diene [309] 1990 1991 0,9
54 52,96 | Acide gras insaturé non identifié / / 2035 0,05
55 53,13 | Acide gras insaturé non identifié / / 2040 0,3
56 | 53,50 |Manool DB1, DB2, DB3 2057 2051 0,3
57 | 53,76 |Abietadiene DB1, DB2, DB3 2055 2069 0,4
58 | 5529 |Phytol DB1, DB2, DB3 2111 2110 | 0,15
59 55,87 | Pachydictol A [308] 2123 2129 2
60 | 56,32 |sandaracopimarinal [309] 2152 2144 | 0.25
61 | 57,44 |4a-Acetyldictyodial [222] / 2188 | 0,21
62 58,79 | Cembra-4,7,11,15-tetraen-3-ol [308] 2226 2228 0,8
63 | 60,33 |Abietal [309] 2281 2281 | 1,02
90,07%
Tableau 2.9 : Composition chimique d’huile essentielle de 1’algue fraiche identifiée par
CG/SM

N° TR Nom Database Iic Ica % FID

1 2852 | o Ylangéne DB1, DB3 1371 1372 t

2 28,8 | a Copacne DB1, DB3 1375 1378 0,05

3 29,16 | B Bourbonéne DB1, DB3 1382 1387 0,21

4 29,33 | B Cubébéne DB1, DB3 1392 1390 2,64

5 29,53 | Sativéne DB1, DB3 1394 1395 t

6 30,64 |PB Ylangéne DB1, DB3 1422 1422 t

7 31,14 | Calaréne DB1, DB3 1434 1433 0,73

8 31,30 |PB Copaéne DB1, DB3 1433 1437 0,5

9 31.91 | Corvol ether A [307] / 1449 19.31

10 32,01 |trans -Cadina-3,5-diéne DB1, DB2, DB3 1452 1453 0,16

11 32,45 | 9-Epi-Caryophylléne DB1, DB3 1464 1464 0,08

12 32,78 | a Amorphéne DB1, DB3 1484 1474 0,08

13 | 32,97 |y Gurjunéne DB1, DB3 1476 1476 0,15

14 33,3 | cis-4,10-Epoxyamorphane DB1, DB2 1480 1483 38,16
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15 33,42 | Germacréne D DB1, DB3 1485 1486 5,35
16 | 33,82 |cis-Muurola-4(14),5-diéne DB1, DB3 1490 1496 8,22
17 | 33,88 |Epi-Cubebol DB1, DB3 1498 1498 0,18
18 | 34,70 |Cubebol DB1, DB2, DB3 1494 1499 0,05
19 34,83 |5 Cadinéne DB3 1518 1522 1,62
20 35,06 |Zonaréne DB1, DB3 1526 1528 10,79
21 35,38 | Cadina-1,4-diéne DB1, DB3 1536 1540 0,2
22 35,54 |« Cadinéne DB1, DB3 1538 1541 t
23 | 36,92 |Palustrol DB1, DB3 1568 1575 t
24 | 3752 |Gleenol DB1, DB3 1590 1590 0,71
25 | 39,13 |Epicubenol DB1, DB3 1631 1633 0,38
26 | 39,74 |oMuurolol DB1, DB3 1651 1651 5,56
27 | 40,17 |Cadin-4-n-10-ol DB1, DB3 1646 1653 0,61
28 | 41,27 |Germacra-4(15),5,10(14)-trién-1-alpha-ol | DB1, DB2, DB3 1683 1690 0,23
29 | 4385 |Acide Tétradécanoique DB1, DB2, DB3 1773 1770 0,27
30 | 44,87 |Pentadecan-1-ol [308] 1782 1790 0,38
31 | 5063 |Acide Hexadécanoique DB1, DB2, DB3 1977 1967 0,13
96,75%

TR : temps de rétention, ILR LIT : Indice linéaire de littérature, ILR CAL : Indice linéaire calculé.

L’examen de la composition chimique des HEs d’algue séche et fraiche (Tab. 2.8 et 2.9)
révéle I’identification de 63 et 31 composés correspondant, respectivement, a 90.07 % et
96.75 % de la composition globale. Le nombre de composés identifiés dans 1’algue séche
et pratiquement le double que celui de 1’algue fraiche. Cet état de fait est plausiblement lié
a la texture plus dense (avec la présence de 1’eau d’humidité) de 1’algue qui a 1’état fraiche
provoque une résistance au transfert de matiére beaucoup plus importante que celle de
I’algue séche qui est a notre sens est plus aérée. Les deux HES sont caractérisées par la
domination des sesquiterpénes qui représentent 96.1 % dans I’algue fraiche et 80.54 %
pour I’algue séche. La présence d’une teneur aussi importante des sesquiterpénes n’est pas
surprenante, notamment, dans le genre Dictyota [227]. La fraction sesquiterpénique dans
les deux HEs est représentée essentiellement par les squelettes amorphane, cubebane,
germacrane, cadalane, muurolane. 1l est important de souligner que le squelette amorphane
est largement majoritaire dans les deux HEs. Nous relevons ainsi la présence dans I’HE de
I’algue seéche des sesquiterpénes suivants: cis-4,10-epoxy Amorphane (22%), vy
Amorphane (9.57%), Zonarene (8.26%), Germacrene D (6.63%), B Cubebene (3.31%),
Cubebol (2.86%). Dans 1’algue fraiche, nous constatons la présence majoritaire de cis-
4,10-epoxyamorphane (38.16 %) du squelette Amorphane, suivi des composés du squelette
Muurolane : Muurola-4(14),5-diene (8,22%) et o Muurolol (5,56%) et du squelette
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cadalane fortement représenté par le zonaréne (10,79%). Les squelettes cubebane et
cadinane sont représentés par le B cubebane (2,64%) et le germacréne D (5,35%). D’autres
sesquiterpénes appartenant a divers autres squelettes, notamment le squelette cadinane,
sont également présents a 1I’état minoritaire. Il est clairement apparent que 1’espeéce D.
dichotoma seche et fraiche privilege la biosynthese du cis-4,10-epoxy Amorphane en
majorité a coté d’autres squelettes sesquiterpéniques. Un examen approfondi des différents
squelettes de sesquiterpenes présents dans la composition chimique révele le lien étroit
entre les différents squelettes. Il est clairement établi que le germacréne est le précurseur
biosynthétique des principaux sesquiterpénes présents a savoir cis-4,10-epoxy Amorphane,
vy Amorphane, Zonaréene, B Cubebene, a Muurolol a travers diverses réactions notamment
les réarrangements de type Wagner-Meerwein (figure 2.13). Ainsi, les sesquiterpenes
décrits sont fort probablement dérivés de la protonation du germacéne D résultant en
cations muurolényle et amorphényle, tandis que le zonarene est plausiblement formé
directement a partir de germacéne D ou bien a partir des intermédiaires des cadinénes
[228], sachant que la cyclisation du germacéne D ou de son isomeére endocyclique pourrait
entrainer la formation de squelettes de type bourbonéne et copaene [228], ces derniers sont
présents dans les deux huiles en faibles quantités.

Il y a lieu de souligner que les sesquiterpenes décrits dans la composition chimique des
deux HE sont couramment rencontrés dans les HEs des plantes terrestres [310-311] et
d’autres algues brunes [312-313], de plus, ils sont dotés d’un large spectre d’activités
biologiques intéressantes [314,315].

La composition chimique révéle également la présence des acides gras, tels que ’acide
palmitique et I’acide myristique, en quantité identique dans les deux huiles. Ce dernier a
été signalé dans I'huile de baleine [316] et dans des extraits bactériens [317].

D’autres composés sont également présents dans les deux huiles a des teneurs relativement
faibles tels que les hydrocarbures et les acides. Nous avons noté la présence, en faible
quantité de 1’heptadécene uniquement dans I’HE de ’algue seche (0.12 %), dans le milieu
marin, ce composé est émis par I’algue verte Bryopsis maxima ce qui suggere qu’il pourrait
intervenir dans la communication chimique [318-319].

Cependant, nous avons noté la présence surprenante du composé soufré, le 3-Hexyl-4,5-
dithiacycloheptanone dans I’HE d’algue séche, tandis qu’il est complétement absent dans
I’HE d’algue fraiche. En comparaison aux travaux antérieurs [227] effectués sur la méme
espece qui révelent I’absence des composés soufrés dans I’HE obtenue par I’entrainement a

la vapeur de I’espéce D. dichotoma, cette absence est probablement due a la variation des
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paramétres de I'écosysteme. Ces résultats confirment encore une fois de plus que la
composition de I’HE varie selon I’origine géographique et la méthode d’extraction. La
présence de composé soufré dans I’HE d’algue seéche est associée a la présence des acides
gras insaturés qui sont connus pour étre des precurseurs biosynthétiques des metabolites
soufrés [320]. D’ailleurs, 1’absence du métabolite soufré dans I’HE d’algue fraiche est
associée également a 1’absence surprenante des acides gras insaturés dans la méme HE, ce
qui conforte le lien biosynthétique entre les acides gras insaturés et les métabolites soufrés.
Il 'y a lieu de noter que les métabolites soufrés sont fortement présents dans les HEs des

espéces du genre Dictyopteris [22, 45].
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Il est important de rappeler que I’identification des différents composés est réalisée sur la

base des banques de données, associée aux indices de rétention calculés et de la littérature.
Malheureusement, il y a un certain nombre de composés dont on n’a pas pu identifier sur la
base de la méthodologie déja expliqué, nous avons fait des tentatives de caractérisation
structurale sur la base des données de la littérature. Le premier composé est celui élué a un
temps de rétention a 31,84 mn et 31.91 mn respectivement, dans I’HE de 1’algue séche et
fraiche. Il est présent avec des teneurs tres élevees dans les deux huiles, avec 10,78 % et
19.31 % dans d’algue seche et fraiche, respectivement. De plus, ce composé est élué dans
une zone marquee par la présence notamment des sesquiterpénes, il est caractérisé par une
masse molaire de 222 g/mol, qui selon toute vraisemblance correspondrait a un
sesquiterpéne oxygéné. Le spectre est caractérisé par un pic de base a m/z 179 et des pics a
m/z = 161 (15 %), 121 (17 %), 105 (8 %) en plus du pic de masse a m/z = 222 avec une
faible intensité (0.06 %). La présence du fragment caractéristique des sesquiterpenes a m/z
= 161 conforte notre hypothese de départ. Notre recherche bibliographique poussée, nous a
conduits a conclure qu’il s’agit fort probablement du corvol ether A [321-322]. Le spectre
de masse du corvol ether A est fortement similaire au produit discuté. La fragmentation du
corvol ether A (figure 2.14) illustre clairement les différents fragments constatés sur notre

spectre de masse.

HyC o / /
o 7 ol —= o —> o |,
HsC M -C3H7 A miz= 179
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S @i} g of
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Figure 2.14 : Mécanisme de fragmentation de sesquiterpéne oxygéné [321-322]
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En effet, le pic de base a m/z =179 révele un mécanisme spécifique pour sa formation, il

est formé a travers une perte d’une partie de la molécule (Ci; — Cip — Cyg), cette
fragmentation s'explique par 1’ionisation de corvol ether A avec une perte d'un électron de
I’oxygene suivie d'un a clivage avec la perte du groupe isopropyle, ouverture du cycle et
formation du pic de base & m/z = 179 (figure 2.14). L’étude de la fragmentation de la
structure du corvol ether A montre que le fragment correspondant au pic de base a m/z =
179 est le précurseur direct du fragment trés important a m/z = 161 via la perte d’une
molécule d’eau. La perte d'un hydrogene et d'un groupe méthyle par a-clivages produit le
fragment (m / z = 121). Un réarrangement de I'hydrogéne suivi d'une ouverture de cycle
avec o-clivage montre un pic & m/z= 105. La présence de ce compose dans les HEs des
algues marines semble étre exceptionnelle puis qu’il n’a pas été signalé. Il serait judicieux
de consacrer une étude structurale complete, aprés isolement du produit, par spectroscopie
moléculaire (IR, UV, SM, RMN mono et bidimensionnelle, afin de confirmer la structure

de ce sesquiterpéne.

Dans ce cadre, il est utile de rappeler que 1’étude sur I’HE de la méme espece [227] a
révélé la présence d’une classe de diterpéne avec une teneur de 46.9 % et nettement
majoritaire par rapport a la classe des sesquiterpénes limitée a la présence de trois
sesquiterpenes : B cubebéne (2.95%), B eudesmol (2.42%) et B ionone (1.95%). Cette
différence conforte I’influence du lieu de récolte géographique sur la composition
chimique de I’HE. La présence des diterpénes en lui-méme n’est pas surprenant dans la
mesure ou I’espéce D. dichotoma est I'une des espéces les plus riches en métabolites
secondaires notamment les diterpenes [114]. Les produits assimilés aux diterpenes sont
présents de manicre intrigante uniquement dans I’HE de 1’algue séche. Les deux
hypothéses suivantes sont plausibles: (1) ou bien que 1’état sec de 1’algue faciliterait
I’entrainement a la vapeur d’eau des diterpénes, (2) ou le processus de séchage favoriserait
la biosynthése des diterpénes en grande quantité. La premiere hypothése parait étre plus
cohérente et pleinement justifiée.

En ce qui concerne les diterpenes, la composition chimique de I’HE de 1’algue séche est
caractérisée par la présence d’une fraction de diterpéne (totalement absente pour HE
d’algue fraiche), elle renferme du sanadaol, dictyol J, Pachydictol A et le cembrene. Ces
diterpenes sont couramment rencontrés dans des espéces du genre Dictyota [114]. En se

réferant a la bibliographie, tres peu de travaux, voir rares, ont été réalisés sur 1’étude de la
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composition chimique de I’HE de I’espéce D. dichotoma, des études chimiques sur cette
espéce sont pleinement justifiés.

2.2.4 Analyse chimique de la fraction de I’espace de téte préparée par microextraction

en phase solide

La microextraction en phase solide associé a la CG/SM a été réalisée pour la
caractérisation des composés volatils émis par I’algue D. dichotoma. L’examen de la
composition chimique (Tableau 2.10) de la fraction de I’espace de téte (FET) extraite par
la microextraction en phase solide révéle une similitude relativement importante de la
composition chimique par rapport a celles de ’'HE de I’algue séche et fraiche. La
composition chimique de I’espace de téte est caractérisée par une grande domination des
sesquiterpenes. Les squelettes de sesquiterpénes présentes dans les HE de 1’algue séche et
fraiche sont également présents dans la fraction de I’espace de téte. Néanmoins, le cis-
4,10-Epoxyamorphane, produit majoritaire dans les HE de 1’algue séche et fraiche avec des
teneurs respectives de 22 % et 38.16 % est présent dans la FET avec une teneur de 6.45 %
nettement inférieur en comparaison a celles des deux sesquiterpénes majoritaires en
I’occurrence le y Amorphene (13.6 %) et le zonaréne (13.53 %) et a un degré moindre le
germacrene D (8.5 %). Les autres sequiterpenes sont présents a des teneurs relativement
faibles. Il faut noter la présence du compose identifié comme étant le corvol ether A a une
teneur de 11.8 % aussi importante de que celles retrouvées dans les HE de ’algue seche et
fraiche avec des teneurs de 10.78 et 19.31 %, respectivement. Il faut souligner 1’absence
dans la composition chimique de la FET des acides gras insaturés et des lipides d’une
manicre générale a ’exception des acides tétradécanoique et hexadécanoique avec des
teneurs tres faibles. Cet €tat de fait est tout a fait justifié car il s’agit de la FET, les produits
émis par 1’algue sont fortement dépendant de leurs volatilités. Les lipides et les acides gras
sont caractérisés par une volatilité faible et un haut point d’ébullition ce qui rend leur
volatilisation difficile.

Tableau 2.10 : Composition chimique de 1’algue par MEPS couplé aux CG/SM

N° TR Nom Database It lcar | % FID
1 4,39 Pentanal DB1, DB2, DB3 696 703 t
2 6,86 Hexanal DB1, DB2, DB3 801 803 t
3 13,87 Heptanol DB1, DB2, DB3 970 973 t
4 13,97 Hept-(2E)-en-1-ol DB1, DB2, DB3 964 975 t
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5 14,48 6-methyl -5-Hepten-2-one DB1, DB2, DB3 986 986 t
6 20,09 Undecane DB1, DB2, DB3 1100 1100 0,08
7 20,37 Nonanal DB1, DB2, DB3 1107 1106 0,07
8 31,85 a Cubébéne DB1, DB3 1349 1351 3,30
9 32,84 a Ylangene DB1, DB3 1371 1373 2,44
10 33,14 a Copaéne DB1, DB3 1375 1380 5,00
11 33,30 Sativéne DB1, DB3 1394 1383 0,6
12 33,50 B Bourbonéne DB1, DB3 1382 1388 0,08
13 33,66 B Cubébeéne DB1, DB3 1392 1391 0,6
14 33,86 Sativéne DB1, DB3 1394 1396 0,08
15 34,09 <Z >Caryophylléne DB1, DB3 1408 1406 1
16 34,52 a Gurjunéne DB1, DB3 1406 1412 0,8
17 34,99 B Ylangéne DB1, DB3 1422 1422 1,05
18 35,2 o Maaliene DB1, DB3 1438 1428 0,10
19 35,48 B Copaéne DB1, DB3 1433 1434 1,05
20 36.28 Corvol ether A [307] 1 1449 11,80
21 36,38 Cadina-3,5-diéne DB1, DB3 1452 1456 3,15
22 36,58 9-Epi-Caryophylléne DB1, DB3 1464 1463 t
23 36,76 Cadina-1(6),4-diene DB1, DB3 1472 1465 1
24 37,13 aAmorphene DB1, DB3 1479 1471 0,4
25 37,37 Cadina-1(6),4-diene DB1, DB3 1477 1479 7,6
26 37,66 cis-4,10-Epoxy-Amorphane DB1, DB3 1482 1480 6,45
27 37,74 Germacréne D DB1, DB3 1480 1488 8,5
28 37,84 vy Amorphene DB1, DB3 1490 1499 13,6
29 38,29 Epizonaréne DB1, DB3 1506 1502 1,17
30 38,56 d Cadinene DB1, DB3 1518 1508 1,46
31 38,99 y Cadinéne DB1, DB3 1512 1519 3,2
32 39,56 Zonarene DB1, DB3 1526 1534 13,53
33 39,81 trans-Cadina-1,4-dieéne DB1, DB3 1536 1540 1,61
34 | 40,14 a Calacorene DB1, DB3 1544 1548 0,59
35 40,92 palustrol DB1, DB3 1568 1568 t
36 41,91 Gleenol DB1, DB3 1590 1593 t
37 43,74 allo -Aromandendrene epoxide DB1, DB3 1651 1650 0,1
38 | 44,08 a Muurolol DB1, DB3 1659 1662 0,77
39 45,19 Cadaléne DB1, DB3 1677 1679 0,07
40 45,64 Germacra-4(15),5,10(14)-trien-1-alpha-ol DB1, DB3 1683 1692 t
41 45,85 Amorpha-4,9-dien-2-ol DB1, DB3 1702 1697 t
42 49,02 Epi-Cyclocolorenone DB1, DB3 1771 1786 t
43 49,62 14-hydroxy-Cadinéne DB1, DB2, DB3 1804 1803 t
91,35 %

2.2.5 Evaluation de ’activité antibactérienne

2.2.5.1 Antibiogramme

Comme indiqué, I’étude de 1’activité antimicrobienne a celle de I’HE de 1’algue seche, la

quantité d’HE obtenue a partir de 1’algue fraiche est assez faible pour espérer faire les
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manipulations nécessaires. Afin de mettre en évidence ’activité antimicrobienne d’HE de
I’algue séche, on a effectué le test d’antibiogramme Vis-a-vis de sept souches bactériennes
et une levure. Apres 24h d’incubation a 37°C, nous avons observé 1’apparition des zones
d’inhibition autour des disques. L’examen des résultats a montré que I’HE de 1’algue brune
D. dichotoma produit des zones d’inhibition tres intéressantes (tableau 2.11) vis-a-vis des
trois souches : Escherichia coli (33mm), Enterococcus Feacium (47mm) et Micrococus
luteus (32mm) ce qui dénote une forte activité antibactérienne. Néanmoins, les souches
Agrobacterium tumefacien, Enterobacter cloacae et Staphylococcus aureus  sont les
moins sensibles avec des zones d’inhibition de (16 mm, 19 mm, 17 mm), respectivement.
Toutefois, nous avons noté une légére zone d’inhibition pour la levure candida albicans
avec un diameétre de 12 mm. Au regard des résultats obtenus, on peut conclure que notre
HE exerce une activité antimicrobienne significative vis-a-vis de la majorité des souches

bactériennes testées.

Tableau 2.11: Diametres des zones d’inhibition obtenu pour les différents

microorganismes testés.

Souches Gram Diamétre d’inhibition (mm)

Escherichia coli ) 33
Enterococcus Feacium (+) 47
Pseudomonas aeroginosa O] 24
Micrococus luteus (+) 32
Staphylococcus aureus (+) 17
Candida albicans Levure 12
Enterobacter cloacae ) 19
Agrobacterium tumefacien O] 16




84

2.2.5.2 Détermination de la concentration minimale inhibitrice d’huile essentielle de

Dictyota dichotoma

La détermination de la concentration minimale inhibitrice par la méthode de la
microdilution a permis d’évaluer de maniére quantitative le potentiel antimicrobien de
I’HE vis-a-vis des souches testées. Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau
2.12.

Tableau 2.12 : Les concentrations minimales inhibitrices d’huile essentielle de D.

dichotoma.
Souches Gram Concentration minimale
inhibitrice (ul/ml)
Escherichia coli ) 0.93
Enterococcus Feacium (+) 0.93
Pseudomonas aeroginosa ) 3.75
Micrococus luteus (+) 0.93
Staphylococcus aureus (+) 0.45
Candida albicans Levure 60
Enterobacter cloacae O] 1.87
Agrobacterium tumefacien O] 7.5

L’examen du tableau 2.12 montre que I’HE a été clairement efficace a I’égard des souches
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus Feacium et Micrococus luteus avec
une CMI de I’ordre de 0.45, 0.93, 0.93, 0.93 pl/ml, respectivement. Cependant, les deux
bactéries a gram négatives Pseudomonas aeroginosa et Agrobacterium tumefacie sont les
moins sensibles, elles ont enregistré des valeurs de CMI relativement supérieurs, soit 3.75
et 7.5 pl/ml. La levure Candida albicans a montré une résistance élevée vis-a-vis de I’HE,
ce qui s’est traduit par une CMI de 1’ordre de 60 pl/ml. Les valeurs de la CMI (tab 2.12)
montrent que I’HE exerce un effet inhibiteur puissant en milieu liquide vis-a-vis de la

majorité des micro-organismes étudiées, ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par
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la méthode de I’aromatogramme. A la lumiére de ces résultats, on déduit que I’'HE montre
une forte activité contre les bactéries a gram +, cette activité est liée a la sensibilité de ces
micro-organismes, en particulier, a la nature de la paroi cellulaire, elles sont dépourvues
d’une membrane externe ce qui les rend hypersensibles. Contrairement a la structure
membranaire complexe et rigide des bactéries a gram — qui se caractérisent par une double
membrane cellulaire qui empéche les molécules de franchir la barriere externe, ce qui leur
confere une résistance assez importante. L’action des HES sur la cellule bactérienne n’est
pas clairement élucidée [316]. Compte-tenu de la diversité moléculaire chimique trouvée
dans les HEs, I’activité antibactérienne est fortement reliée a une combinaison de plusieurs
modes d’action, impliquant plusieurs sites au niveau cellulaire [317]. Par conséquent, on
peut conclure que le mode d’action d’une HE dépend en particulier du type et des
caractéristiques des composants actifs sachant que ces derniers sont caractérisés par des
propriétés hydrophobes leur facilitant la pénétration a travers la couche phospholipidique
de la membrane cellulaire des bactéries.

Il y a lieu de noter que I’activité biologique d’une HE est reliée a sa composition chimique,
a cet effet, I’activité antimicrobienne de notre HE est fortement corrélée a la présence
d’une variété de métabolites bioactifs dans sa composition chimique notamment les
composés terpéniques, réputés par leur forte activité antimicrobienne [323,324]. La
présence en abondance des sesquiterpénes confere a 1’algue des propriétés biologiques tres
intéressantes. Il est a noter que I’HE étudiée est riche en sesquiterpenes potentiellement
actifs parmi eux on trouve le copaene qui a montré un effet inhibiteur significatif contre
Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aureginosa et Streptococcus pyogenes
[319]. En outre, la présence d’une fraction de diterpénes, caractérisés par diverses activités
biologiques, entre autres les activités cytotoxiques [215], antitumorales [325], antivirales
[326], antifouling [216] et antioxydantes [327] renforce 1’activité biologique de I’'HE. En
effet, aucune donnée bibliographique n'est disponible a ce jour concernant l'activité
antimicrobienne de HE de D. dichotoma ce qui rend difficile de faire une étude

comparative des résultats obtenus.
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CHAPITRE 3

ETUDE DE LA VARIATION MENSUELLE DE LA COMPOSITION CHIMIQUE
DES HUILES ESSENTIELLES ET DES FRACTIONS VOLATILES DE
DICTYOPTERIS POLYPODIOIDES : APPROCHE METABOLOMIQUE

Introduction

La composition chimique des HES dépend d’un certain nombre de paramétres, on peut
citer la méthode d’extraction, le lieu de récolte et notamment la saison de récolte [328-
330]. Par conséquent, quand un des parametres change, on releve une variation de la
composition chimique et qui de plus, couramment associée a celle de I’activité biologique
[331,332]. La variation de la composition chimique est une réponse a un état écologique de
I’espéce par rapport & son environnement pour atteindre I’équilibre de 1’écosystéme
notamment en termes de biodiversité [333-336]. L’objectif de cette partie est d’evaluer
I’étude chimique des HEs et des FVs d’échantillon d’algues récoltées mensuellement.
Malheureusement, notre objectif n’a pas été atteint complétement, cet état de fait est lié au
cycle de vie de I’algue. En effet, au cours des différentes campagnes de récolte de 1’algue
au niveau du site choisi, nous avons constaté la fragilité de 1’espece vis-a-vis des courants
marins. Par conséquent, I’espéce commence a se développer a partir du mois de février,
durant les mois d’avril -mai, I’espéce atteint un niveau de croissance maximal qui persiste
durant les mois de juin, juillet. Durant la période Aout — octobre, I’espéce subit un déclin,
elle disparait presque complétement en fin octobre. En somme, nos récoltes ont été
effectuées notamment durant la période Avril — Octobre. En plus de cette situation liée au
cycle de vie de I’espece, il est important de noter que les récoltes sont dépendantes de 1’état
de la mer. Dans ces conditions, nous nous sommes contentés de faire une étude de la
variation mensuelle s’étalant de juillet a octobre. Concernant I’exploitation des données de
I’étude chimique, nous avons adopté une approche métabolomique non ciblée, ¢’est-a-dire
que nous avons pris en considération la majorité des metabolites influents de la
composition chimique. Ainsi nous avons appliqué, entre autres, 1’analyse en composantes
principales (ACP) pour évaluer I’impact des saisons sur la composition chimique des HES
et des FVs d’algue D. polypodioides.
Le présent chapitre, est consacré a 1’étude de la variation mensuelle de la composition

chimique d’algue, il comprend les parties suivantes :
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1- Extraction des HE et FV
2- Analyses des HE et FV par CG/SM

3- Résultats et discussion

1. Extraction des huiles essentielles et des fractions volatiles

L’extraction des HES par hydrodistillation, la préparation de 1’extrait brut et 1’obtention de
la FV a partir de I’extrait brut, ont été réalisés en suivant la méthodologie et les conditions
décrites dans le chapitre 2 (&1.2).

2. Analyse des huiles essentielles et fractions volatiles par chromatographie en phase

gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG/SM)

Les HEs et FVs obtenus en fonction de la période de récolte sont analysées par CG/SM

dans les mémes conditions que celles décrites dans le chapitre 2 (&1.3).

3. Résultat et discussion

3.1 Rendement en huiles essentielles et fractions volatiles

Les valeurs du rendement des HEs et des FVs d’algue récoltées au cours des différentes
périodes sont regroupées dans le tableau 3.1.
Tableau 3.1 : Rendements en huiles essentielles et fractions volatiles en fonction de la

période de récolte.

Rendement (%) juillet Aout Sept-Oct
HE 0,07 0,07 0,08
FV 6 55 6

Les rendements en HEs et FVs sont comparables, nous constatons qu’il n’y a pas
d’influence de la période (du moins pour les 4 mois consacrés a cette étude) sur le
rendement. 1l semble donc que la teneur en HE dans 1’algue ne soit pas affectée par le

vieillissement de I’espece.
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3.2 Etude de la variation mensuelle de la composition chimique d’huile essentielle et

la fraction volatile de D. polypodioides

L’étude de la variation mensuelle a été effectuée sur des espéces récoltées entre juillet et
octobre 2017. Nous avons choisi de suivre la variation de la teneur des principales familles
chimiques au sein de la composition chimique de I’HE et la FV. Les 5 familles chimiques
retenues sont: hydrocarbures en C11, sesquiterpénes, composés soufrés, acides gras
saturés et acides gras insaturés (tableau 3.2). D’une maniére générale, nous avons constaté

Tableau 3.2 : Composition des différentes familles chimiques

N° Classe
Tr Nom chimique
1 5,16 |Hexanal Hexanal
2 16,88 | Dictyopterene A
3 16,95 | Dictyopterene B Cl1
4 19,47 | Dictyoptene D
5 29,31 | B Cubébéne
6 34,79 |56 Cadinéne
7 37,17 | Spathulenol Sesq
8 37,53 | Gleenol
9 37,87 | Viridiflorol
10 38,34 |Rosifoliol
11 38,89 | (3-oxoundec-4-enyl)sulfure CS
12 44,1 | AcideTetradecanoique AG
13 46,39 | Farnesyl acetate Sesq
14 3-Hexyl-4,5-
48,55 | dithyacycloheptanone
15 (3-oxoundec-4- CS
49,82 |enyl)thioacetate
16 50,21 |(3-oxoundecyl)thyoacetate
17 50,79 | Acide Hexadecanoique AG
18 52,98 |Acide gras Insaturés C18 (NI)
19 53,16 |Acide gras Insaturés C18 (NI) AGI

Une variation de la teneur des constituants de I’HE et de la FV. Il faut bien rappeler que
I'environnement ou se développent les végétaux détermine leur contenu chimique. Par
conséquent, Il est clairement établi que les facteurs environnementaux (climat, météo,
milieu, nutrition) interviennent directement dans la régulation de la biosynthese des HEs
[337]. Outre les facteurs exogenes que nous avons cités, il faut rajouter les facteurs
endogenes liés a I’espéce elle-méme comme 1’age et les facteurs génétiques [338]. Dans le
cas des algues, il faut rajouter des parameétres prépondeérant et important comme la salinité

du milieu marin, les courants marins et d’autres paramétres spécifiques a cet écosysteme.
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Un grand nombre de travaux ont été rapportés dans littérature et portant sur I’impact de la
variation saisonniere sur la composition chimique non seulement des HES mais sur d’autres
classes chimiques comme les protéines, les hydrates de carbone, les lipides et d’autres
métabolites secondaires et primaires [339-344]. Une analyse globale des résultats obtenus
dans la présente étude révele une variation significative de la teneur des composés soufrés
et des hydrocarbures en C11. Cette variation n’est guére ¢tonnante au regard du role
écologique important joué par ces deux classes dans la défense chimique et dans la

reproduction de I’espéce.

3.2.1 Impacts de la variation mensuelle sur la composition chimique de I’huile

essentielle

Il est utile de rappeler que nous nous sommes intéressés a la variation de la composition
chimique en termes de famille. Du point de vue métabolomique, ¢’est une approche ciblée
puisque nous visons des classes précises, mais en réalité c’est une approche non ciblée
puisque les classes choisies représentent la quasi-totalité des constituants du
chromatogramme. Nous avons représenté la variation des teneurs des différentes classes
chimiques de diverses maniéres. L’examen de la figure 3.1 révéle que les hydrocarbures en
C11 montrent une teneur approximativement identique en juillet et septembre, néanmoins,
leur teneur est maximale au mois d’aoit. La maximalisation de la teneur des hydrocarbures
en C11 au mois d’aof(it est certainement liée a un état de stress ou un besoin pour asseoir
une réponse écologique de I’espéce. L’augmentation de la teneur des HC en C11 au sein de
I’espece renforce le processus de communication chimique qui pourrait étre li¢, dans ce
cas, notamment a la reproduction sexuelle de 1’espece [116,345]. Les composés soufrés
sont a leurs teneurs maximales durant les mois de juillet et septembre, en revanche, leur
teneur chute au mois d’aout au moment ou la teneur des hydrocarbures en CI11 est
maximale. Sur le plan écologique, c’est un compromis impressionnant, il s’agit en fait
d’une réaction de I’espéce pour un besoin vital a son adaptation par rapport a son milieu.
Sachant que les composés soufrés interviennent dans le processus de défense chimique, on
peut comprendre que durant les deux mois de juillet et septembre, I’espéce se trouve dans
un environnement agressif qui 1’oblige a biosynthétiser des « armes chimiques » pour
survivre. La réaction inverse est observée durant le mois d’aout ou la teneur des composés
soufrés est en baisse pour laisser place a une augmentation a la teneur des hydrocarbures
en C11 qui agissent notamment en tant que phéromones sexuelles mais aussi dans la

communication chimique en général. L’effet balangoire de la teneur des HC C11/composés
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soufrés est aussi lié a I’implication des HC en C11 dans la biosynthese des composés
soufrés [320].

Les acides gras saturés (AGS) et insaturés (AGI) gardent leurs teneurs stables durant les
trois mois a I’exception des AGI qui voient leur teneur s’accroitre durant le mois de
septembre, sachant qu’ils sont impliqués dans le processus de biosynthése, il est logique

d’admettre que 1’espéce enclenche un mécanisme de production d’autres métabolites.
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Figure 3.1 : Variation de la teneur des différentes classes chimiques en fonction
de la période de récolte de I’huile essentielle

Les teneurs des familles chimiques ont été exploités en utilisant une analyse en
composante principale (ACP). Le traitement de données par ACP nous a permis de
représenter les données des teneurs par une matrice de corrélation (figures 3.2) et un plan
2D (figure 3.1). L’examen de la figure 3.2 confirme les constatations faites au niveau de la
figure 3.1 et dévoile d’autres informations plus précises. Tout d’abord, nous allons
commencer par donner une petite nomenclature pour I’interprétation de la matrice de
corrélation. 1l faut savoir que la couleur rouge indique une corrélation positive, la couleur
bleue une corrélation négative. A fur et a mesure que la couleur s’éclaircit, la corrélation
devient de plus en plus faible. La case blanche indique une absence de corrélation. La
matrice de corrélation indique que les composés 2, 3 et 4 représentants la famille des HC
en C11 corrélent négativement avec les composés 11, 14, 15 et 16 constituants de la
famille des composés soufrés. Il est clairement illustré sur la figure 3.2 la corrélation

négative forte entre le Dictyopterene A et le (3-oxoundec-4-enyl) sulfure, les composés
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Dictyopterene B, Dictyoptene D et le (3-oxoundec-4-enyl) thioacetate, le Dictyopterene A
et le (3-oxoundecyl) thioacetate. Une étude plus poussée permettrait a coup sur d’élucider
des informations précieuses sur I’interaction des métabolites en fonction de 1I’empreinte
écologique. Sur la méme figure 2, on remarque des corrélations positives fortes entre les
composés 18 et 19 qui sont des acides gras insaturés et la famille des HC en C11 (2, 3, 4)
notamment avec le dictyoptéréne A, ce qui conforte I’hypothése de I’intervention des AGI
en tant que précurseurs biosynthétiques de HC en C11 (&2.2.1). D’autres corrélations
positives et négatives sont illustrées par la figure 3.2, une exploitation plus poussée

permettrait d’aboutir a des conclusions remarquables.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 1617 18 19

0 10 15

Figure 3.2 : Matrice de corrélation des constituants des différentes familles chimiques
de I’huile essentielle



92

La figure 3.2 qui représente un plan 2D de I’ACP montre explicitement la corrélation
négative entre les HC en C11 et quasiment la majorité des familles chimiques, notamment
la famille des composés soufrés. En revanche, une corrélation positive franche est observée
entre les familles des sesquiterpenes, des acides gras saturés et insaturés et certains
composés soufrés. Cette interaction sesquiterpénes et les AGS et AGI pourrait étre
I’indicateur de 1’interaction biosynthétique entre les classes chimiques citées, sachant que
les AGI interviennent dans la voie poly acétate qui certes ne s’engage pas directement dans
la biosynthése des terpénes, mais il se pourrait qu’il y ait existence d’une voie

intermédiaire plausible.
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Figure 3.3 : Plan 2D des constituants des différentes familles chimiques de 1’huile essentielle
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3.2.1 Impacts de la variation mensuelle sur la composition chimique de la fraction
volatile

Les teneurs des familles chimiques sont représentées sur la figure 4. Les résultats obtenus
sont assez surprenants dans la mesure ou la teneur des hydrocarbures en C11 est nulle
durant les mois de juillet et aout, elle passe ensuite & 17 % au mois de septembre-octobre.
Il est fort probable que les HC C11 se sont dégradés au cours de I’hydrodistillation de
I’extrait par suite de chocs thermiques. Il est aussi possible que, un temps de macération

dans le solvant éleve aurait provoqué la conversion des HC C11.
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Figure 3.4 : Variation de la teneur des différentes classes chimiques en fonction
de la période de récolte de la fraction volatile

Nous constatons que la teneur de composés soufrés est maximale au mois de juillet, et elle
diminue graduellement jusqu’au mois de septembre-octobre en ayant respectivement les
teneurs suivantes : 55.8%, 44.8% et 33.9%. En méme temps, qu’on a la diminution de la
teneur des composeés soufrés, on assiste a un accroissement de la teneur des HC en C11 en
passant de 0% a 17%. L’examen rigoureux des teneurs permet de déduire que la
conversion/dégradation des HC en C11 conduit vraisemblablement aux composés soufrés
puisque I’addition des teneurs des composés soufrés et des HC en C11 est relativement trés
proche, on enregistre les valeurs suivantes : juillet (55.8 %), aout (44.8 %) et septembre-
octobre (50.9%). La teneur des AGI est relativement constante en juillet et aout, elle se
situe autour de 9%, ensuite elle chute a 3.6 % en septembre-octobre. Les AGS montrent
une teneur faible durant les deux premiers mois (autour de 1%), ensuite elle s’accroit

jusqu’a 8.2 % en septembre-octobre. La teneur des sesquiterpenes demeure correlativement
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constante aux alentours de 2 %. Les fluctuations des teneurs des différentes classes pour la
FV sont reliées soit a un processus de conversion/dégradation due au procédé d’extraction
et/ou plus probablement a des interactions biosynthétiques conduisant a un métabolome

correspondant a la réalité écologique de I’espece.

Les résultats de I’ACP ont permis de représenter la variation des teneurs en fonction de la
variation mensuelle sous forme d’une matrice de corrélation (figure 3.5) et d’un plan 2D
(figure 3.6).
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Figure 3.5 : Matrice de corrélation des constituants des différentes familles
chimiques de la fraction volatile

Des corrélations positives sont clairement apparentes entre les HC en C11 et un
sesquiterpene (6 Cadinene) et les deux acides gras saturés (12, 17). Des corrélations

positives nettes sont enregistrées entre un les AGI (18, 19) et les produits soufrés (11, 14,
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15), elles dénotent le lien biosynthétique entre les deux familles chimiques. D’autres
corrélations négatives et positives peuvent refletent explicitement les interactions entre les
métabolites des différentes classes chimiques. Le plan ACP 2D (figure 3.6) montre des
corrélations positives entre les sesquiterpenes et un des produits soufrés et les
hydrocarbures en C11. La figure 3.6 confirme la corrélation négative entre les HC en C11
et les composés soufrés. Les AGI confirment leur rble de précurseurs biosynthétiques
puisque ils se trouvent dans une région intermédiaire entre les métabolites des différentes

familles chimiques.
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Figure 3.6 : Plan 2D des constituants des différentes familles chimiques de la fraction volatile

L’analyse en composante principale a été un outil tres précieux dans 1’approche
métabolomique globale. Néanmoins, il s’avére qu’elle nécessite beaucoup de données, ce
n’est pas le cas pour notre étude, d’autres points (d’autres mois de récolte) parait plus que

nécessaire pour conduire a des résultats plus concluants.

Les différentes représentions des teneurs des différentes familles chimiques ont été
cohérentes et complémentaires. Elles nous ont permis d’expliquer lisiblement les
interactions entre les différents métabolites. D’autres études portant notamment sur la

bioconversion/ biodégradation des différents métabolites contribueraient surement a
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I’¢lucidation du métabolome de 1’espéce. Une variation saisonni¢re portant sur toute
I’année (un travail pas évident a partir du milieu marin) en cultivant ’algue pourrait

constituer un moyen pour comprendre le comportement de 1’espéce.
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CHAPITRE 4
ETUDE CHIMIQUE DES HUILES ESSENTIELLES DE DICTYOPTERIS
POLYPODIOIDES PAR HTDRODISTILLATION ASSISTEE AUX
SURFACTANTS

Introduction

Les tensioactifs non ioniques paraient étre tres prometteurs dans le domaine
d’extraction des produits naturels, ils apportent une véritable originalité pour le
développement d’une technologie propre de plus en plus respectueuse de I’environnement,
ces tensioactifs se caractérisent par leurs bonnes propriétés toxicologiques, bon rapport
colt/efficacité, de plus ils sont aisément biodégradables. A cet effet, ’extraction basée sur
les tensioactifs a été décrit comme une bonne alternative aux systémes conventionnels

d’extraction liquide-liquide [346].

Dans ce chapitre nous proposons d’étudier I’influence d’un tensioactif sur I’extraction
d’HE par hydrodistillation de I’algue D. polypodioides en termes de rendement et de
composition chimique. Nous avons utilisé dans la présente étude le Triton X-100.
Ce chapitre comprend les trois parties suivantes :

% Préparation d’HE par hydrodistillation classique,

% Préparation d’HE par hydrodistillation assistée aux tensioactifs,

% Analyse des HEs par chromatographie en phase gazeuse couplée a la

spectrométrie de masse,

1. Description du tensioactif

La série des Triton X est obtenue par réaction de I'octylphénol avec de I'oxyde d'éthyléne,
ou X représente le nombre moyen d’unité d’oxyde d’éthyléne dans la chaine latérale de
Iéther. La distinction entre les différents types de Triton se fait en fonction du nombre X. Le
Triton X-100 et le Triton X-114 sont les plus utilisés dans leur série [347], du fait de leurs
propriétés physico-chimiques notamment la solubilisation mais aussi a cause de leur facile

biodégradabilite.
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Le triton X 100 est un agent tensioactif non-ionique biodégradable, Il posséde la structure
chimique représentée dans la figure 4.1.

n

Figure 4.1: Structure de triton X100

2. Extraction et analyse des huiles essentielles obtenues par hydrodistillation classique

et par hydrodistillation assistée au tensioactif

L’HE obtenue par hydrodistillation classique a été effectué sur une masse de 100g d’algue
séche. Concernant I’hydrodistillation assistée au surfactant, elle a été réalisée de maniere
identique en rajoutant a une masse d’algue séche de 100 g une quantité de Triton X-100
dans I’eau. A cet effet, afin de d’étudier 1’influence de la teneur en tensioactif sur le
rendement de I’hydrodistillation, une cinétique d’hydrodistillation a été effectuée aux
concentrations de tensioactifs suivantes: 0%, 4%, 8%,10%, 12%, 16%, 20%. La
méthodologie d’extraction par hydrodistillation et le traitement des hydrolats obtenus dans
chaque manipulation sont réalisés de maniéere exactement identique a celle développée
précédemment (chapitre 2 & 1.2).

L’analyse des HEs par CG/SM obtenues a été effectuée dans les mémes conditions que

celle décrites dans le chapitre (2 & 1.3).
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3. Résultats et discussion

3.1 Propriétés organoleptiques

Les propriétés organoleptiques des HES obtenues par deux méthodes d’extraction sont

consignées dans le tableau 4.1.

Tableau 4.1 : Propriétés organoleptiques des huilles essentielles de D. polypodioides

Propriétés
) Couleur Odeur Aspect

organoleptiques

HE (hydrodistillation ] L L .
) Vert clair Caracteéristique Liquide visqueux

classique)
HE (hydrodistilation
assistée aux Triton X- Vert foncee Caractéristique Liquide visqueux
100)

3.2 Cinétique d’extraction de I’huile essentielle obtenue par les deux méthodes

Le rendement en HE n est exprimée par la méme relation décrite précédemment (chapitre
2 &1.2.5). Les valeurs des rendements d’extraction d’HE par hydrodistillation en fonction
de la teneur du Triton X-100 sont regroupées dans le tableau 4.2 et illustrées par la figure
4.2. L’hydrodistillation & une teneur en Triton X-100 nulle représente 1’hydrodistillation

classique.

Tableau 4.2 : Rendement d’huile essentielle obtenu a partir de différentes concentrations
de Triton X-100

Concentration 0% 4% 8% 10% 12% 16% 20%
Triton X-100

Quantité de
I’huile 37,2 40,3 65.2 65,5 66.3 39.7 30,5
obtenue (mg)

Rendement | 0.12 0.13 0.22 022 [0.22 0.13 0,1
(%0)
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Figure 4.2 : Rendement de I’huile essentielle obtenue en fonction de la teneur
du Triton X-100

La courbe cinétique d’hydrodistillation assistée au Triton X-100 représentée par la figure
4.2 peut étre répartie en trois parties :

La premiere partie commence par une teneur en Triton X-100 nulle correspondant & une
hydrodistillation classique avec un rendement de 0.12 %. Elle est caractérisée par une
courbe grimpante, du rendement en fonction de la teneur du Triton X-100, jusqu’a
atteindre un rendement maximal de 0.22 %. Il convient de noter que 1’accroissement du
rendement de I’hydrodistillation assistée aux tensioactifs, a été déja rapporté dans des
études ultérieures [348, 349]. En effet, I’introduction d’un tensioactif exerce probablement
un effet de synergie a travers I’amélioration de la pression de vapeur des différents produits
de I’huile ce qui induit une augmentation du rendement.

La seconde partie est caractérisée par un pallier avec un rendement constant a 0.22%
malgré 1’augmentation de la teneur du tensioactif de 8 a 12%. Ce phénomene est
probablement di au fait que le phénomene de synergie ayant contribué a 1’augmentation du
rendement a atteint son niveau maximal a partir d’une teneur de tensioactif estimée a 8 %.
La troisieme partie se manifeste par une chute du rendement (de 0.22 a 0.1 %) malgré
I’augmentation de la teneur du tensioactif (12 a 20%), ce résultat confirme 1’existence d’un
phénomeéne a compromis consensuel autour d’un rendement de 0.22 %. Il semble donc
clair que le méme phénomene, qui provoque une synergie positive provoquant

I’augmentation du rendement en fonction de la teneur du tensioactif, crée une synergie
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négative, en affectant la volatilisation des produits, et entraine par conséquent une baisse
du rendement. 1l a été constaté durant notre travail expérimental qu’au-dela de 12% de
tensioactif, une quantité de mousse importante apparait dans le ballon d’entrainement, elle
pourrait constituer un effet d’écran qui bloque le phénomene d’entrainement a la vapeur de
I’HE.

3.3 Analyse des huiles essentielles par CG/SM

Les HEs obtenues au cours de la cinétique d’hydrodistillation assistée au Triton X-100 ont
été analysées par CG/SM. Les résultats obtenus montrent clairement I’influence de la
teneur en tensioactif sur la composition chimique. Nous nous sommes intéressés, pour des
raisons de commodité, a la variation de la teneur des trois principales familles présentes
dans la composition chimique d’HE a savoir, les hydrocarbures en C11, les produits
soufrés et les sesquiterpenes. Le pourcentage des différentes familles chimiques est donné
par le tableau 4.3 et représenté par la figure 4.3. L’examen de cette derniére montre que
dans ’HE obtenue par hydrodistillation classique, soit en absence de tensioactif, les
sesquiterpénes sont nettement dominant par rapport aux deux autres familles qui sont
présentes a des teneurs similaires. L’HE obtenue par hydrodistillation assistée avec 4% de
tensioactif montre une composition chimique exactement similaire a celle de
I’hydrodistillation classique. A partir d’une teneur en triton X-100 égale a 8%, la famille
des sesquiterpenes disparait complétement et en méme temps on constate que la teneur des
composés soufrés et des C11 reste approximativement constante. La teneur des
sesquiterpénes reste tres faible (0% a 6.05%) au niveau du pallier de rendement (0.22 %)
soit avec une teneur en triton X-100 variant de 8 a 12 %. Néanmoins, la teneur des
hydrocarbures en C11 augmente pour se stabiliser autour de 30% et celle des composés
soufrés chute pour atteindre 5.63 % pour une teneur de triton égal a 20%. A cette
concentration de triton, la teneur des HC en CI11 s’abaisse de moiti¢ pour €tre autour de
16%.

L’examen de la figure 4.3 permet de constater que la teneur des hydrocarbures en C11
évolue dans le méme sens que celle du tensioactif, c’est-a-dire que I’accroissement de la
teneur du tensioactif provoque une augmentation du rendement. En effet, les hydrocarbures
sont marqués par leur caractére hydrophobe, 1’ajout du tensioactif permet d’augmenter leur
miscibilité¢ a travers la formation de micelles et par conséquent 1’homogénéité de la
solution ce qui entraine une diffusion de chaleur plus grande et ainsi un entrainement a la

vapeur d’eau plus efficace.
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Cependant, la teneur des composés soufrés et notamment les sesquiterpénes varie en sens
inverse avec celle du triton X-100. Ainsi, les composés soufrés, et notamment les
sesquiterpénes, sont caractérisés par une polarité plus importante en comparaison aux
hydrocarbures en C11. Par conséquent, 1’ajout du tensioactif augmente nettement la
solubilité globale du systeme (eau — HE — tensioactif), le phénoméne d’entrainement a la
vapeur ralentit a cause de la mise en place simultanée de la distillation (composés
miscibles). Ce que nous avons avanceé, restent des interprétations probables qui nécessitent
une confirmation a travers des expériences realisees avec des systemes reconstitues. Au
regard des résultats obtenus, nous avons noté que 1’extraction aux tensioactifs pourrait,
dans des conditions optimisées, &tre une extraction sélective, c’est le cas de
I’hydrodistillation a une teneur de triton de 8 % ou on note la disparition totale de la classe
des sesquiterpénes, c’est-a-dire 1’isolement de la famille des hydrocarbures en C11 et des
composés soufrés. Sur le plan activité biologique, ce résultat pourrait étre trés intéressant
en fonction de I’activité biologique des familles chimiques. Par voie de conséquence, ’'HE
isolée par hydrodistillation avec 8% de triton pourrait avoir des propriétés bioactives tres
intéressantes eu égard a la présence de la classe des composés soufrés connue pour étre
dotée d’un large spectre d’activité biologique [136-137]. Les résultats obtenus pourraient
étre exploités dans 1’isolement des familles chimiques. Il est quasiment certain que des
conditions bien adaptées en termes de teneur de tensioactif permettraient d’obtenir des HES
possédant des propriétés chimiques et d’activités biologiques valorisables.

A ce jour, les travaux menés sur I’extraction des HES en présence de tensioactif non
ionique reste limités, bien que I’introduction des tensioactifs dans I’hydrodistillation
augmente généralement le rendement en HE, il a été noté qu’il n’ont pas une influence
significative sur la composition des huiles étudiés [350-352] un résultat qui mérite d’étre
confirmé a la lumiére de ce que nous avons obtenu, cette différence de comportement de
tensioactif sur I’HE est liée a plusieurs facteurs tels que le type de tensioactif utilisé, la
nature de la matiere végétale et la méthodologie d’extraction. Nous avons noté également,
I’apparition de nouveaux produits (mineurs) dans le chromatogramme. Il s’avére, qu’il
pourrait étre lié a des dégradations du triton X-100, d’ou le choix du tensioactif en termes

de stabilité chimique est primordial pour obtenir des resultats concluants.
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Extraction assistée au triton x-100

mCl1
M Ses

mCs

12%

16% 20%

Figure 4.3: Influence du triton X-100 sur I’extraction des familles chimiques présentes

dans ’huile essentielle

Tableau 4.3: Variation de la composition chimigue en fonction des concentrations du

tensioactif
Familles
chimiques 0% 4% 8% 10% 12% 16% 20%
C11 20,6 22,05 22,9 31,43 29,8 29,51 | 16,36
Ses 45,8 46,15 0 3,26 6,05 15,26 7,6
CS 21,7 22,44 20,24 7,73 7,09 6,09 5,63
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CONCLUSION

La présente thése portant sur 1’étude chimique et valorisation de D’activité
antimicrobienne des fractions volatiles extraites d’algues marines - approche
métabolomique a été organisée en 4 chapitres.

Le premier chapitre a été consacré a une synthese bibliographique dans laquelle nous
avons donné un apercu concis et clair sur la chimie des produits volatils issus des algues
marines. Nous avons enchainé avec un état des connaissances sur la chimie des especes du
genre Dictyopteris. Ce genre est caractérisé par des molécules assez rares que ce soit dans
le milieu marin ou terrestre. Il s’agit des hydrocarbures en C11, qui agissent en tant que
phéromones sexuelles mais aussi caractérisés une odeur rappelant la note marine. Ensuite,
nous avons discuté brievement les activités biologiques des HEs et des FVs des algues
brunes. Etant donné que notre étude chimique porte sur les espéces D. polypodioides et D.
dichotoma, nous avons consacré une partie non négligeable sur une étude systématique et
chimique des deux espéces. Il s’agit probablement des espéces les plus odorantes du
monde marin, elles sont caractérisées par une fragrance typiquement marine. Nous avons
abordé dans cette étude des aspects de systématique et de taxonomie suivie d’une
description succincte, des notions trés utiles sur le biotope et I’écologie des deux algues. La
systématique a été ensuite enrichie et complétée par une étude portant sur la chimie des
deux especes. L’espéce D. polypodioides est probablement 1’espéce la plus distinguée du
genre Dictyoptéris, elle est caractérisée par la présence, en plus des hydrocarbures en C11,
des composés soufrés dotés d’une activité biologique extrémement importante et impliqués
dans le processus de défense chimique des espéces. Le nom de D. dichotoma est associé
aux diterpenes. En effet, il s’agit de I’espece la plus riche en métabolites dans la classe des
algues brunes, des centaines de metabolites notamment des diterpénes et des
sesquiterpénes ont été isolés a partir de cette espéce. La synthese bibliographique a été
achevée par une partie sur la métabolomique et les principales approches utilisées. Nous
avons pass¢ en revue 'utilisation des approches métabolomiques dans, notamment, 1’étude
chimique des HEs.

Le chapitre 2 constitue le cceur de la thése. 11 porte sur I’étude chimique des HEs et FVs et
la détermination de I’activité antimicrobienne de D. polypodioides et de D. dichotoma. La
premiére partie a été réservée a une étude chimique comparative d’HE et la FV de D.

polypodioides. L’HE a été obtenue par hydrodistillation a partir de 1’algue séche avec un
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rendement de 0,08 %. La FV a été préparée par hydrodistillation, en utilisant le montage de
Dean Satrck modifié, a partir de I’extrait brut de I’algue avec un rendement de 6.6 %.
L’extrait brut a été produit par macération dans 1’éther avec un rendement de 1 %. Nous
avons préparé une fraction de 1’espace de téte par microextraction en phase solide pour
I’espéce D. dichotoma en utilisant une microseringue comprenant une fibre de
polydiméthylsiloxane / divinylbenzene (PDMS / DVB). HE et la fraction espace de téte ont
été soumises a une analyse par CG/SM et par CG/DIF pour, respectivement, identifier et
déterminer la teneur les différents constituants.

L’analyse chimique de D. polypodioides a permis I’identification de 70 et 72 composés
représentant 80,6% et 86,4% de la composition globale de I’'HE et de la FV,
respectivement. La composition chimique de I’HE et la FV renferme 5 classes chimiques et
un groupe de composés diversement fonctionnalisés. Les classes chimiques présentes sont
les hydrocarbures en C11, les terpenes, les acides gras saturés et insaturés, les composés
soufrés et les lipides. L’examen rigoureux de la composition chimique de I’HE a permis de
développer une discussion trés fructueuse concernant les voies métaboliques intervenant
dans le processus de biosynthése au sein de 1’espéce. Il a été noté la présence d’une
exceptionnelle et surprenante plaque tournante, semblable & un réseau de neurones, reliant
les voies métaboliques des différentes classes chimiques. Sur la base de cette discussion,
nous avons établi un bilan des voies métaboliques impliqués dans laquelle on a proposé des
voies de biosynthése plausibles concordantes avec celles déja élucidées et confirmées.
Nous avons complété I’étude chimique par la détermination de ’activité antibacterienne
vis-a-vis de six souches, comparées par rapport a deux antibiotiques (chloramphénicol,
kanamycine), la moiti¢é des souches sont a gram positif et 1’autre moitié sont a gram
négatif. Les résultats obtenus ont révélé que les bactéries les plus résistantes par rapport au
FV et I'HE étaient les bactéries a Gram-négatives Escherichia coli et Salmonella
typhimurium.

Concernant 1’espéce D. dichotoma, 1’analyse chimique a porté sur ’'HE de I’espéce
d’algue seche et fraiche et celle ’espace de téte. L’examen de la composition chimique des
HEs d’algue seche et fraiche a dévoilé I’identification de 63 et 31 composés correspondant,
respectivement, a 90.07 % et 96.75 % de la composition globale. Le nombre de composeés
identifiés dans I’algue séche et pratiquement le double que celui de I’algue fraiche. Cet état
de fait est probablement li¢ a la texture plus dense (avec la présence de I’eau d’humidité)
de l’algue qui a I’état fraiche provoque une résistance au transfert de matiere beaucoup

plus importante que celle de 1’algue séche qui a notre sens est plus aérée. Les deux HEs
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sont caractérisées par la domination des sesquiterpénes qui représentent 96.1 % dans
I’algue fraiche et 80.54 % pour I’algue séche. La présence d’une teneur aussi importante
des sesquiterpénes n’est guére surprenante au regard de ce qui a été rapporté dans la
littérature. La fraction sesquiterpénique dans les deux HEs est représentée essentiellement
par les squelettes amorphane, cubebane, germacrane, cadalane, muurolane. Nous avons
noté la présence dans I’HE de I’algue séche de 9 diterpénes dont 6 ont été identifiés sur la
base de références bibliographiques. La présence de diterpeénes n’est guére surprenante au
regard la richesse de 1’espéce en ce type de composés. Parmi les diterpénes identifiés
figure le phytol qui est connu pour étre un constituant de la chlorophylle. La composition
chimique d’HE de D. dichotoma a été caractérisee par la présence de certains composés
non identifiés et d’autres pour lesquels nous avons fait une proposition structurale, c’est le
cas du corvol éther A. Nous avons apporté tous les arguments chimiques en se basant sur la
fragmentation de la structure fournie par la littérature. A I’image de I’HE et de la FV, la
fraction de 1’espace de téte a été caractérisée par la prépondérance de la classe des
sesquiterpenes au sein de la composition chimique. Le y amorphéne (13.6 %) et le
zonaréne (13.53 %) sont les principaux sesquiterpénes au sein de la composition chimique.
En termes d’activité antimicrobienne, I’'HE de 1’algue séche a été clairement efficace a
I’égard des souches Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus Feacium et
Micrococus luteus avec une CMI de l’ordre de 0.45, 0.93, 0.93, 0.93 pl/ml,
respectivement. Cependant, les deux bactéries a gram négatives Pseudomonas aeroginosa
et Agrobacterium tumefacie sont les moins sensibles, elles ont enregistré des valeurs de
CMI relativement supérieurs, soit 3.75 et 7.5 pl/ml. La levure Candida albicans a montré
une résistance élevée vis-a-vis de I’HE, ce qui s’est traduit par une CMI de I’ordre de 60
pl/ml. Globalement, I’'HE a montré une forte activité contre les bactéries a gram +, cette
activité est liée a la sensibilité de ces micro-organismes, en particulier a la nature de la
paroi cellulaire, elles sont dépourvues d’une membrane externe ce qui les rend
hypersensibles.

Le chapitre 3 porte sur 1I’étude de la variation mensuelle de la composition chimique des
HEs et des FVs de D. polypodioides en se basant sur une approche métabolomique. La
variation mensuelle a porté seulement sur trois mois pour des raisons liées au cycle de vie
de I’espece mais aussi pour des considérations techniques. Nous avons appliqué I’analyse
en composantes principales pour le traitement des données de I’analyse chimique, ces
derniers ont été notamment représentés par une matrice de corrélation et un plan 2D. Une

approche métabolomique non ciblée a été adoptée et a prouvé de maniére nette les
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interactions biosynthétiques mise en jeu dans la confection du métabolome de I’espéce qui
reste lié & un état bien défini. Les variations de la composition des hydrocarbures en C11 et
les composés soufrés notamment ont confirmé clairement les hypothéses et conclusions
faites. L’analyse en composante principale a ét¢ un outil trés précieux dans 1’approche
métabolomique globale. Néanmoins, il s’aveére qu’elle nécessite de beaucoup de données,
ce n’est pas le cas pour notre étude, d’autres points (d’autres mois de récolte) parait plus

que nécessaire pour conduire a des résultats plus concluants.

Le chapitre 4 a trait a 1’étude chimique des HEs de D. polypodioides par Hydrodistillation
assistée aux surfactants. L’objectif était de montrer I’influence d’un tensioactif, le triton X-
100 dans notre cas, sur I’extraction d’HE par hydrodistillation de 1’algue en termes de
rendement et de composition chimique. La cinétique d’hydrodistillation a mis en exergue
I’effet synergique positif du triton sur le rendement. En effet, on a constaté une
augmentation du rendement en fonction de la teneur du triton suivi par un pallier avec un
rendement constant et enfin une diminution du rendement. Le résultat obtenu confirme
I’existence d’un phénomene a compromis consensuel autour d’un rendement de 0.22 %. Il
semble donc clair que le méme phénomene, qui provogque une synergie positive
provoquant I’augmentation du rendement en fonction de la teneur du tensioactif, crée une
synergie négative, en affectant la volatilisation des produits, et entraine par conséquent une

baisse du rendement.
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PERSPECTIVES

Isolement des métabolites de surfaces pour les deux especes d'algues

Etude des interactions espéces - milieux et inversement pour les deux especes

Identification des métabolites intervenants dans I'écologie chimique des deux

especes

Isolement et caractérisation structurale des composés non identifiés
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APPENDICE A

DIFFERENTS PROFILS CHROMATOGRAPHIQUE DES HE et FV

Abundance

TIC:data.cdf

1.4e+07

1.2e+07

le+07

8000000

6000000

4000000

2000000

U

b HuhnlnnL
\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\ \\\\‘\\\\‘\\\\ \\\\‘\\\\‘\\\\‘\\

10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00 70.00 80.00 90.00 100.00

Time-->

Appendice A 1 : profil chromatographique de la FV de D. polypodioides
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Appendice A2 : profil chromatographique d’HE de D. polypodioides
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Appendice A3 : Profil chromatographique de I’HE de 1’algue D. dichotoma fraiche
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Appendice A4 : Profil chromatographique de I’HE de 1’algue D. dichotoma seche
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Appendice A 5 : Profil chromatographique d’analyse d’algue D. dichotoma par MEPS
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Appendice A 6 : Profil chromatographique de I’HE de D. Polypodioides de mois du juillet
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Appendice A 7 : Profil chromatographique de la FV de D. Polypodioides de mois du juillet
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Appendice A 8 : Profil chromatographique d’HE de D. Polypodioides de mois d’Aout
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Appendice A 9 : Profil chromatographique de FV de D. Polypodioides de mois d’Aout
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Appendice A 10 : Profil chromatographique d’HE de D. Polypodioides avec 8% triton
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Appendice A 11 : Profil chromatographique d’HE de D. Polypodioides avec 10% triton
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Appendice A 12 : Profil chromatographique d’HE de D. Polypodioides avec 12% triton
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Appendice A 13 : Profil chromatographique d’HE de D. Polypodioides avec 16% triton
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Appendice A 14 : Profil chromatographique d’HE de D. Polypodioides avec 20% triton
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Appendice A 15 : Profil chromatographique d’HE de D. Polypodioides avec 0% triton
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APPENDICE B

ACTIVITE BIOLOGIQUE D’HE de D.DICHOTOMA

Appendice B 2 : Le résultat aprés 24h d’incubation de I’HE contre Enterococcus Feacium.
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Appendice B 3 : Le résultat aprés 24h d’incubation de I’HE contre Pseudomonas aeroginosa.

Appendice B 5: Le résultat apres 24h d’incubation de I’HE contre Staphylococcus aureus.
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Appendice B 6 : Le résultat aprés 24h d’incubation de I’'HE contre Enterobacter cloacae.

E. cloacae

Appendice B7 : Activité antimicrobienne de I’'HE de D. Dichotoma
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Agrobacterium

Pseudomonas

Appendice B8 : Activité antimicrobienne de I’'HE de D. Dichotoma vis-a-vis
Pseudomonas, Micrococus et Agrobacterium.

Staphylococcus Candida albicans

Appendice B9 : Activité antimicrobienne de I’HE de D. Dichotoma vis-a-vis
Staphylococus aureus et Candida albicans
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