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Résumé

L’objectif de cette étude est le développement d’un nouveau procédé d’extraction vert
appliqué a I’algue brune Zonaria tournefortii en utilisant I’eugénol comme agro-solvant.
Deux autres extraits ont été préparés par la voie classique en utilisant le CH,Cl; et le mélange
de solvant CH2Clo/MeOH (v/v: 1/1). En effet, une étude comparative a été effectuée en
termes de rendement d’extraction et d’analyse chimique et biologique. Les analyses
chimiques portent sur le dosage des produits phénoliques totaux par le test de Folin-Ciocalteu,
et sur la comparaison des profils chromatographiques CLHP des extraits obtenus. Les
analyses biologiques consistent a la réalisation des tests d’activité antibactérienne et
antifongique en utilisant la méthode de diffusion sur disques, et a 1’évaluation de 1’activité
antioxydante, en procédant & la mesure du pouvoir anti-radicalaire par le test DPPH (2,2-
diphenyle-1-picrylhydrazyle), et a la détermination du pouvoir antioxydant réducteur du fer

ferrique FRAP.

Mots clés : Zonaria tournefortii, agrosolvant, composés phénoliques, Folin-Ciocalteu, CLHP,

antioxydante, DPPH, FRAP, activité antimicrobienne.



Abstract

The objective of this study is the development of a new green process of extraction applied to
the brown algae Zonaria tournefortii using the eugenol as agro-solvent. Two other extracts
were prepared by the classic way using the CH2Cl and the mixture of solvent CH>Cl, /
MeOH (v / v: 1/1). A comparative study was performed in terms of extraction yield, chemical
and biological analysis. The chemical analyses focus on the determination of total phenolics
content measured by the Folin-Ciocalteu assay, and comparing the profile chromatographic
(HPLC). The biological analysis is devoted to evaluate the antibacterial and antifungal
activity tests using the disk diffusion method. Thereafter, antioxidant activities assessed by the
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical scavenging assay, and ferric reducing power
(FRAP: Ferric Reducing Antioxidant Power),

Keywords: Zonaria tournefortii, agro-solvent, eugenol, phenolics compounds, Folin-
Ciocalteu, HPLC, antioxidant, DPPH , FRAP antimicrobial activity.
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. Extraction Assistée par Microonde

: Minute

Vil



nm

PG

PH

Rf
REACH

USAE
Vis
Vit C
pm

%

: millimeter

: Nanométre

: Phloroglucinol

: Potentiel Hydrogéne

: Facteur de Rétention

: Registration Evaluation Autorisation and restriction of Chimicals
: Reversed Phase

: Ultra - Violet

: Extraction Assistée par Ultrasons
: Visible

: Vitamin C

. Micrometre

: Pourcent

: Longueur d’onde

Vil



Figure 1
Figure 2
Figure 3

Figure 4
Figure 5

Figure 6
Figure 7

Figure 8

Figure 9

Figurel0

Figure 11

Figure 12

Figure 13
Figure 14

Figure 15

Liste des figures

Structure chimique de 1’eugénol
Zonaria tournefortii

Dérivés du phloroglucinol isolés de Zonaria tournefortii
Dérivés du phloroglucinol isolés de Zonaria diesingiana
Dérivés du phloroglucinol isolés de Zonaria farwolii

Dérivés du phloroglucinol isolés de Zonaria crenata
Produits isolés des espéces du genre Zonaria possédants des activités

biologiques

Préparation des extraits classiques a partir de 1’algue brune Zonaria

tournefortii

Préparation de I’extrait a partir d’une matiére végétale séche en utilisant

un procédé d’extraction vert

Forme libre et réduite du radical DPPH-

Schéma simplifié du principe de la méthode des aromatogrammes

Chromatographie sur couche mince des extraits de Zonaria tournefortii
obtenus respectivement par extraction classique et par un procédé

« vert »

Spectre IRTF de 1’eugénol préparé directement dans CH2Cl»

Spectres IRTF du P’eugénol préparé dans le CH>Cl, (18.8mg.ml™!)
(Spectre noir) et des résidus préparés directement dans le CH,Cly
(18.8mg.ml™!) obtenus aprés 5 lavages (spectre rouge) ,10 lavages

(spectre bleu) et 15 lavages (spectre rose).

Spectres IRTF du ’eugénol préparé dans le CH2Cl, (3mg.ml™) (Spectre

noir) et de I’extrait brut obtenu & partir du procédé d’extraction vert aprés

10
16

17

17

18
19

23

24

28

31

34

36

37

38



Figure 16

Figure 17

Figure 18

Figure 19

Figure 20

Figure 21

Figure 22

Figure 23

Figure 24

Figure 25

Figure 26

Figure 27

25 lavages préparé dans le CH2Cl> (3mg.ml™) (Spectre vert)

Spectres IRTF du 1’eugénol préparé dans le CHCl, (18.8mg.ml™)
(Spectre noir) et du I’eugénol récupéré apreés extraction liquide-liquide

préparé dans le CH>Cl, (18,8 mg.ml™?) (Spectre rose)

Droite d’étalonnage des solutions standards de phloroglucinol de
concentration allant de 0,008 a 0,099 mg.ml"! obtenue par le test de

Folin-Ciocalteu

Teneurs en composés phénoliques totaux (TPC) dans les trois extraits

étudiés.

Profil chromatographique de I’extrait obtenu avec 1’eugénol a trois

longueurs d’onde

Profil chromatographique de 1’extrait obtenu avec le dichlorométhane a

trois longueurs d’onde

Profil chromatographique de [’extrait obtenu avec le mélange

dichlorométhane/méthanol (1/1) a trois longueurs d’onde

Photographie des résultats d’un test DPPH' sur plaque CCM permettant

d’estimer I’activité antiradicalaire des extraits de Zonaria tournefortii

Variation du taux de piégeage du DPPHe par [’extrait vert de Zonaria

tournefortii en fonction des différentes concentrations

Variation du taux de piégeage du DPPHe par les deux extraits classique

de Zonaria tournefortii en fonction des différentes concentrations

Variation du taux de piégeage du DPPHe par la vitamine C et BHT en

fonction des différentes concentrations

Comparaison des valeurs ARP des extraits de Zonaria tournefortii et des
antioxydants standards

Histogrammes, exprimés en valeur FRAP, illustrant [P’activité
antioxydante des extraits de Zonaria tournefortii obtenus a partir du

procédé d’extraction classique et du procédé d’extraction vert

39

39

41

42

42

43

44

46

46

47

48

49



Figure 28

Figure 29

Figure 30

: Aromatogrammes des bactéries testées avec [’extrait classique

et I’extrait vert de Zonaria tournefortii
Histogrammes illustrant les zones d’inhibition exprimées en millimétre

Aromatogrammes des fongiques testées avec I’extrait classique et

I’extrait vert de Zonaria tournefortii

50

52

32

Xl



Tableau 1

Tableau 2

Tableau3

Tableau 4

Tableau 5

Tableau 6

Tableau 7

Liste des tableaux

Solvants d’extraction des composés phénoliques des algues brunes
Conditions du gradient d’analyse HPLC

Caractéristiques organoleptiques et rendements d’extraction des
extraits obtenus a partir du procédé d’extraction vert et du procédé

d’extraction classique

Caractéristiques analytiques de la droite de calibration

Teneur en composés phénoliques totaux (TPC) des extraits obtenus a
partir du procédé d’extraction classique et du procédé d’extraction vert

exprimé en mg.EPG/g d’extrait sec
CES50 des extraits de Zonaria tournefortii et des antioxydants standards

Activité antimicrobienne des extraits de Zonaria tournefortii sur les

souches de références

27

35

40

40

47

51

X



SOMMAIRE

RETMETCIBITIEIILS ... veveveveeieseetetesee et ettt et ae e bbb seebe st e sa e b et e b et b et e be s e be st e e be st e be st et eneneene 1
D IO s s wasmsmosss s s s sous om0 S LA S B S SR AP A S SR 1
TRCUNINND oo s 0553 8400544 55 A 08, 55 A i 51 AR5 T3 A S ST vV
AADSIIAOL «...covenvoeressnssnsrmisnermissasusmsnssmsasasessssnessess ssvssssarsassnnsnsessonsansensans sresnssos sesassnssassnes o evsssassssasss \Y%
BT ST VI
i U OUOUUU SRUUUR O SUESUE S S VII
LISHE 85 TUBITEE couaciiinn cointiotonrsamintssnsninnasioninneiinarassnass smmaisssmsesrsnsensssnsa smssamsanomens sasms smmssmmmnss sessass IX
LiSte des tADIEAUXK ......cueruiririiirenirietertesree et ste e ee st e ste s e ebeste s s e st e easeaesaeesaebeessesesseensenseenns XII
LTI L e OO Y 1
Partie I : Synthése bibliographique
I.1 Extraction verte des produits naturels
L, 1.1 Détimition dis 1o el Bore e « s s ovssems s s s savumns s s sasssn s o s smemns o » sommces s 54 » s 4
I. 1.2 Les douze principes de la chimi€ Verte.........c..oovvuiiiinineiiniiiiiiiiniinnennnnen. 4
I. 1.3 Eco-extraction des produits Naturels .........co.evviiriviiiiiniiieniinieiieneaen. 5
L 1.4 Leg six principes de 1/ 8e0-emtraotion e s « s sxwmons s s s smommins s s swmmn s s swossen wawe 3 05 5
1. 1.5/ Proeddas d eXtrastions VEINES . suxsssss s s suswane 5 ¢ s somames § 55 semsion s § 5asmos § § 5585 0ae9 6
L 1.6 SOIVANLES VOIS .euvtintet ettt et et ee et e e e et e et e e e e e e e naenaas 7
L1 7 BUENOL oot e 8
1.2 Présentation génétale des alones DINES .. s uemanss s s sawinnd i 5 650mmad 455 kawaiss § 5 asaass s s 5s 9
I. 3 Etude de l'espéce algale Zonaria tournefortii
L 3.1 SYStEMALIQUE ..vveneeirieet et eeeie et et et et et ereeeeeateeneeneeeeaaenaenaennans 10
L Bk DIRBBIIBRIRIT | o s+ s s sovsamss s 43 wumionecs s 5 SO0G0003 § § 3 SHAUAL § 3 SRQIRAES 13 SHHGHS ¥ § SEBHUNEE S 3 10
L ABBIGIBEIL ..o -« cnccci o« rscscmmins 0 oo 36 & Bl § i o i § 4 » B o 45 11
| B 2T ) [+ o4 < T OO 11
I. 4 Etude chimique du genre Zonaria
I. 4.1 Généralités sur les produits phénoliques ...........coveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee, 11
I. 4.2 Extraction, séparation et dosage des produits phénoliques
| IR B 25 3 211 1 () 1 RO PP 12
LAA27 Bali, wum s s sumims sasommanss s » sisousmon 1 s mwomwnms & § Sswmmuns 3 s wowsian 4 = § s 55 i 14
T 423 DYOBEIE « o us nmsnnis s 15 o ssommsmmmainss &5 somaois & § swuisies § ¥ SSRMNE § § 5 SS@H § 3 SARUHS § 43 15
I. 4.3 Produits phénoliques des algues brunes du genre Zonaria ......................... 16

I. 5 Activités biologiques des espéces du eNte ZOAAFia ........cueeueenenneiiieniianaanennn. 18



Partie II : Etude expérimentale

II. 1 Méthodes et matériels
I, 1.0 Tt O0UCTION tetvtereeeeeeee et eeteeeeeeeeeete e e e e e eeeesaeseasasesesesseeesasseessssssesessssssessssessesneesas 21

II. 1.2 Extraction et analyse préliminaire

II. 1.2.1 Récolte et traitement du matériel VEZEtal..........covevivrevrierivririeieeeeeeeeeeeeeeeeenes 21
II. 1.2.2 Extraction du matériel algal ...........ccovuevveiireeieriericrcceccceeee et 22
IT. 1.2.2.1 Préparation des eXtraits brutS..........oeueuiuiririiniiiiiiinieiieeneneneaiene 22
I. 1.2.3 Analyse préliminaire par chromatographie sur couche mince (CCM) ................ 25
II. 1.3 Analyse par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) .........c.u........ 25

II. 1.4 Estimation du contenu en composés phénoliques totaux (TPC, Total Phenolic Content)

.............................................................................................................................................. 26
IL. 1.4.1 MiS€ en BUVI® PratiQUeE  ..e.eeueuennenererneneeiiieenasesenesesrnesererneneeernenennes 26
II. 1.5. Analyse par chromatographie liquide a haute performance (CLHP)............c.coeueuune... 27
II. 1.6. Evaluation de I’activité antioxydante des extraits de Zonaria tournefortii................... 27
II. 1.6.1. Mesure du pouvoir anti-radicalaire par le test DPPH
II. 1.6.1.1 Principe de 1a mEthode...........coveveeririevieiininiinicirecreecee e s s 27
IL. 1.6.1.2 MiS€ €10 GRUVIE PrAtIQUE ....coveererrereerreereriinteriessesaestesseseeeaeseeseeseeseeseessessensenes 28
II. 1.6.1.2.1 Test antiradicalaire Sur plaque CCM .........oveeveeeeeeeeeeereeseeseseseeeessessesesseeens 28
II. 1.6.1.2.2 Test antiradicalaire mesuré au spectrophotomeétre...............coecuvuven.n... 29
II. 1.6.2. Pouvoir réducteur (FRAP : Ferric Reducing Antioxydant Power) .................. 29
II. 1.6.2.1 MiS€ €N CBUVIE PIatiQUE. .. .uuerrerenreneneenieneneerensereesenenseneereneenenrenenes 30
II. 1.7 Etude du pouvoir antimicrobien des extraits de Zonaria tournefortii
IL. 1.7.1 L’ aromatO@IamIme .........cccccereeeueereerueeseersseessesasessseesseesseesseessessssessesssesesessssesssesnnes 31
1L 1.7.2 Bouches microbiennes GhOTSIES .. ;. cuswssa s s s ssamss 15 555m004 5§ 5 s2iasics 13 sicmasmrn o » sncwmoons 32

II. 1.7.3 Evaluation de I’activité antimicrobienne des extraits classique et vert de Zonaria
tournefortii

IL. 1.7.4.1 Procédure gE€nerale.............ccceevereenererienreneriesieeeeseeseeeesse e sse et esesessessesasensens 32



I1. 2 Résultats et discussion
II. 2.1 Analyse préliminaire par chromatographie sur couche mince (CCM)..................... 34
II. 2.2Préparation des extraits bruts

I1.2.2.1 Caractéristiques organoleptiques et rendements d’extraction ......................... 34
II. 2.3 Analyse par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF)

II. 2.3.1 Spectre infrarouge a transformée de Fourier du I’eugénol...................c.ue... 36

II. 2.3.2 Optimisation du nombre de lavages au cours de I’extraction liquide-liquide
II. 2.3.2.1 Comparaison des spectres infrarouge a transformée de Fourier des résidus
obtenus apres cing, dix et qUINZE 1avages ........o.vvvuiriniririniiiiiiee e 36
I1.2.3.2.2 Détermination de I’absence de 1’eugénol dans I’extrait brut obtenu aprés 25
JAVAZES .o 37
II. 2.3.3 Spectre infrarouge a transformée de Fourier du I’eugénol récupéré................. 38

II. 2.4 Estimation du contenu en composés phénoliques totaux (TPC, Total Phenolic

KOOBIHEIIEY: & 550555 45 55.0.m5ti = » mmmmsmarne o @ mnmcrmcn o + o sssmmmene o o ssomvare & § 3 FURORS 838 3 PHEPES 84 SHAHRE 4§ 5 5D 39
II. 2.5 Analyse par chromatographie liquide a haute performance (CLHP)....................... 41
I. 2.6 Evaluation de I’activité antioxydante des extraits de Zonaria tournefortii
Ik 264 | estantirmdicalaivs sur Pue COM s « « s s sumasen s o s ssmommns » 55 5omsies 11 s nanmss 5 5 bhismibms 44

I1.2.6.2 Test antiradicalaire mesuré au spectrophotometre. ..........coceveveveinrinineninnen... 45

I1.2.6.3 Pouvoir réducteur (FRAP : Ferric Reducing Antioxydant Power).................... 49
II. 2.7 Etude du pouvoir antimicrobien des extrais de Zonaria tournefortii

IL.2.7.1 Activite antibaotErienme. . .. s viommaiissisisssas s nenmmonssonomemess smmmmnn s o vammenes s s oxed 49

M.2.7.2 Autiviie artiTOMBAGIIS wesos s o5 55 somss s 54 55 S5m0 53 3 Mbiiot & s mmistucis  § 5 beibnnn's o bomseowr 52
CODTOTTUBIINN. 00 s mcssrtommsms tusomsomsoss s i A S S S5 A KRR S Bhmmbomb s s 54
Références bibliographiqUeS ........ovecueerueriueiieeeieieienieeceecrteee e e e e sseeesreeseesaeesseenssesnsesnsesnnes 57



INTRODUCTION
GENERALE



Introduction générale

Aujourd’hui, tout procédé de fabrication de principes actifs dans 1’industrie cosmétique,
la parfumerie, 1’agroalimentaire, la pharmacie ou la valorisation de la biomasse met en ceuvre,
directement ou indirectement, I’extraction du végétal, devenue incontournable dans les
différents secteurs d’applications.

Toutefois, les méthodes d’extraction classiques souffrent de problémes technologiques et
scientifiques considérables qui sont difficiles & surmonter, tels que la réduction de la
consommation d’énergie (I’étape d’extraction nécessite souvent plus de 70% de 1’énergie
totale du procédé utilisé), et le respect des exigences légales strictes sur les émissions de
produits dangereux [1].

Depuis quelques années, le domaine de 1’extraction est entré dans sa révolution « verte »,
en opérant une mutation vers 1’ « Eco-extraction », pour développer et proposer aux
industriels une chimie plus « durable » utilisant moins de solvants, moins d’énergie et
diminuant les rejets, tout en assurant la qualité des produits finis. Simultanément, il est
nécessaire de veiller & maintenir les industries dans une dynamique de compétitivité tout en
respectant des critéres environnementaux stricts. La recherche dans ce domaine ne cesse de
croitre pour découvrir de nouveaux procédés ou procédures plus efficaces et apporter une
contribution significative au développement durable [2].

Ces derniéres années, les substances naturelles connaissent un intérét croissant dans de
nombreux domaines. En effet, avec un public de plus en plus réticent & consommer des
produits contenant des molécules issus de la synthése chimique, un certain nombre de secteurs
industriels (cosmétique, pharmaceutique, agroalimentaire) se tournent de nouveau vers
I’incorporation de ces molécules d’origine naturelle, aux caractéristiques chimiques et
biologiques originales, dans leurs formulations. Parmi les molécules bioactives, les produits
phénoliques naturels sont considérés comme ayant d’excellentes propriétés en tant qu’agents
de conservation, et jouent un réle important dans la protection contre un certain nombre de
troubles pathologiques. Par conséquent, un grand intérét a été démontré dans I’extraction de
ces composés a partir de plusieurs substances naturelles, notamment, les algues brunes [3].

L’obtention de ces molécules nécessite de nombreuses étapes telles que 1’extraction par
un solvant d’origine naturelle « agro-solvant » comme solution de remplacement des solvants

classiques issus du pétrole, Ils ont un haut pouvoir solvant, sont peu volatils et non



inflammables, biodégradables et non écotoxiques. Ils ne présentent pas de risques pour la
santé [4].

Bien que ce sujet revéte une importance capitale sur le plan environnementale, la
littérature n’a mentionné que quelques rapports sur le remplacement des solvants pétroliers
par des solvants verts.

Notre travail porte sur le développement d’un procédé d’extraction vert appliqué a 1’algue
brune Zonaria tournefortii, basé sur ’utilisation « d’agrosolvants» I’eugénol. Il s’articule

autour de deux parties principales :

- La premiére partie est consacrée a une synthése bibliographique dans laquelle nous
présentons le concept de chimie vert et de 1’Eco-extraction des produits naturels, suivi
des différents travaux de recherche portant sur les procédés d’extraction verts et les
solvants alternatifs. Ensuite, nous décrivons briévement I’algue étudiée Zonaria

fournefortii, ainsi que 1’étude chimique et biologique des espéces du genre Zonaria.

- La seconde partie est réservée a une étude expérimentale qui a pour objectif, le
développement d’une nouvelle procédure d’extraction verte, appliquée a 1’algue brune
Zonaria tournefortii, basée sur 1’utilisation du I’eugénol comme un solvant alternatif.
Par ailleurs, des études comparatives sont réalisées en termes de procédures d’extraction
et des analyses chimiques et biologiques.

Ces deux parties seront suivies de la conclusion générale ainsi que les perspectives de notre
travail.



PARTIE I

Synthese bibliographique



I. 1 Extraction verte des produits naturels

I. 1.1 Définition de la chimie verte

Le concept de Chimie Verte « green chemistry » fut développé aux Etats-Unis afin

d’apporter un cadre & la loi de prévention de la pollution (Pollution Prevent Act) adoptée sur

leur territoire en 1990. La chimie verte est un ensemble de principes qui ont pour but de

réduire ou d’éliminer ’utilisation ou la génération de substances dangereuses émanant des

processus de design , de fabrication et d’application de produits chimiques [5].

I. 1.2 Principes de la chimie verte

Les 12 principes de la chimie verte ont été développés a I’origine par des ex agents de

’EPA, Paul Anastas et John Warner, dans Green Chemistry: Theory and Practice en 1998.

Ces principes tracent la feuille de route pour les chimistes en vue d’instaurer une logique

chimie verte dans leurs actions.

. Prévention : produire moins de déchets plutdt que d’investir dans I’assainissement ou dans

leur élimination.

. Economie d’atomes : concevoir les synthéses de maniére & maximiser I’incorporation des

matériaux utilisés au cours du procédé dans le produit final.

. Synthéses chimiques moins nocives : concevoir autant que possible des méthodes de

synthése utilisant et créant des substances le plus faiblement toxiques pour les humains et

sans conséquences sur 1’environnement.

. Conception de produits chimiques plus siirs : concevoir des produits de maniére a

répondre efficacement a leur fonction primaire tout en minimisant leur toxicité.
Réduction des Solvants et auxiliaires : supprimer autant que possible 1’utilisation de
substances auxiliaires (solvants, agents de séparation, etc.) et utiliser des substances

inoffensives.

. Amélioration du rendement énergétique : les procédés chimiques ont des besoins

énergétiques impactant 1’économie et ’environnement. L’objectif de ce principe est de
définir des méthodes de synthése a température et a pression ambiantes.
Utilisation de matiéres premiéres renouvelables : lorsque la technologie et les moyens

financiers le permettent, les matiéres premieres doivent étre renouvelables et non fossiles.

. Réduction de la quantité de produits dérivés : réduire ou éliminer autant que possible

toute déviation du schéma de syntheése initial par [’utilisation d’agents bloquants,

protection/déprotection, modification du procédé physico-chimique.



9. Catalyse : du fait de leur efficacité supérieure, favoriser 1’utilisation de réactifs
catalytiques les plus sélectifs possible.

10. Conception de substances non persistantes : concevoir les produits chimiques en
intégrant leur dissociation en produits de dégradation non nocifs a I’issue de leur durée
d’utilisation, afin d’éviter leur persistance dans 1’environnement.

11. Analyse en temps réel de la lutte contre la pollution : élaborer des méthodologies
analytiques pour assurer la surveillance et le contrdle, en temps réel et en cours de
production, avant apparition de substances dangereuses.

12. Chimie essentiellement sécuritaire afin de prévenir les accidents : choisir les
substances et leurs formes utilisées dans un procédé chimique de fagon & minimiser les

risques d’accidents chimiques dont les rejets, les explosions et les incendies [6].

I. 1.3 Eco-extraction des produits naturels

L’Eco-extraction est basée sur la découverte et la conception de procédés d’extraction
permettant la réduction de la consommation énergétique, 1’utilisation de solvants alternatifs et
de ressources végétales renouvelables, tout en garantissant un produit/extrait naturel sir et de

qualité.
I. 1.4 Les six principes de I’éco-extraction

La notion d’«Eco-extrait » est nécessaire a travers des principes directeurs qui montrent

des bonnes pratiques a suivre et des exemples de réussite :

Principe 1: Favoriser I’innovation par la sélection variétale et 1’utilisation de ressources
végétales renouvelables.

Principe 2: Privilégier les solvants alternatifs et principalement ceux issus des agro-
ressources.

Principe 3: Réduire la consommation énergétique par [’assistance des technologies
innovantes et favoriser la récupération d’énergie.

Principe 4: Favoriser la création de coproduits au lieu de déchets pour intégrer la voie de la
bio- ou agro- raffinerie.

Principe 5: Réduire les opérations unitaires grace a I’innovation technologique et favoriser les
procédés stirs, robustes et contrdlés.

Principe 6: Privilégier un produit non dénaturé, biodégradable, sans contaminants et surtout

porteur de valeurs : « éco-extrait ».



Plus de 250 chercheurs et experts, représentant plus de 25 pays, venant des milieux
industriel (50 %) et académique (50 %) ont participé dans le congrés sur « I’Eco-extraction
des produits naturels » (GENP2013) dans la Cité des papes, Avignon, France, ce congrés a
permis au domaine de I’extraction d’entrer dans sa révolution « verte », en opérant une
mutation vers 1’Eco-extraction, pour développer et proposer une chimie plus « durable »
utilisant moins de solvants, moins d’énergie et diminuant les rejets, tout en assurant la qualité

des produits finis [7].
I 1. 5 Procédés d’extraction verts

Parmi les différentes étapes que constituent I’analyse et 1’identification de molécules
bioactives, 1’étape d’extraction, qui a pour but la désorption des molécules d’intérét des sites
actifs de la matrice végétale, est primordiale puisqu’elle déterminera la nature et la quantité
des molécules extraites et par conséquent le succés des étapes suivantes.

L’extraction de produits naturels est généralement de type solide-liquide, c'est-a-dire
qu’un solide, la matrice végétale, est mélangé avec un liquide, le solvant d’extraction. Des
méthodes dites traditionnelles, comme la macération, le Soxhlet, I’hydrodistillation et
’extraction par percolation ou par reflux, étaient jusqu’ici utilisées et considérées comme des
techniques de choix pour extraire les composés naturels. Cependant, ces procédés sont
généralement longs, fastidieux et nécessitent de grande quantité de solvant organique. Ces
dernieres années ont été¢ marquées par le développement de méthodes d’extraction alternatives
qui font intervenir des fluides compressés comme agents extracteurs [8], tel que I’extraction
par les fluides supercritique, ’extraction par 1’eau subcritique, 1’extraction avec les agro
solvants, I’extraction assistée par micro-ondes, et/ou par ultrasons, I’extraction accélérée par
extrusion, I’extraction assistée par les enzymes, la détente instantanée controlée, les champs
électriques pulsés... [9].

Par ailleurs, ces derniéres années, certaines inquiétudes ont été émises vis-a-vis de la
nature dangereuse de certains solvants, de leur impact sur I’atmosphére, 1’environnement et la
santé humaine, et sur les cofits que peuvent engendrer le traitement de ces déchets toxiques
[10]. En chimie analytique, I’impact de ces solvants toxiques peut étre réduit en limitant leur
utilisation ou bien possible le recours a des solvants qui sont respectueux de 1I’environnement

et de la santé¢ humaine « verts » [9].



I. 1.6 Solvants verts

Dans le secteur de D’extraction de substances naturelles, 1’extraction par solvant
organique reste la méthode la plus pratiquée. Ces solvants sont inflammables, treés volatils et
toxiques (cancérigénes, mutageénes, etc.). A causes de ces effets négatifs divers recherches
universitaires ont été axés sur la recherche d’agrosolvant afin de réduire les solvants issus du
pétrole [11].

Les solvants « verts » ou agrosolvants, issus de sources renouvelables, présentent des
caractéristiques techniques leur permettant de se substituer aux solvants d’origine
pétrochimique. Ces solvants renouvelables peuvent étre produits a partir de la biomasse telle
que le bois, I’amidon, les huiles végétales, des fruits ou méme des plantes aromatiques [12].
Globalement, les agro solvants présentent des avantages indéniables. Ils ont un haut pouvoir
solvant, sont peu volatils et non inflammables, biodégradables et non écotoxiques. Ils ne
présentent pas de risques pour la santé.

Suite a toutes les directives et réglementations notamment la loi de REACH, certaines
substances chimiques sont interdites ou déconseillée comme le trichlorométhane, pour faire
face a cela, une des alternatives possibles est donc I’utilisation des solvants d’origine végétale
[4]. L’extraction des produits naturels par des solvants terpéniques a fait 1’objet de divers
travaux, sont une alternative intéressante au solvant typiques, ont les trouve dans les huiles
essentielles, oléorésines de fruit et des plantes aromatiques [12]. Les terpénes les plus utilisé
en tant qu’a agrosolvants sont: o-pinéne, d-limonéne et p-cyméne, leurs propri€tés
physiques ont été comparées avec ceux de I’hexane dans I’extraction des produits naturels [9].
Un monoterpéne susceptible d’étre un solvant alternatif intéressant est o-pinéne qui représente
le constituant majeur des huiles de la térébenthine de la plupart des coniferes, il est
généralement obtenu par distillation fractionnée de térébenthine. L’a-pinéne utilisé comme un
solvant vert peut substituer le toluéne dans la détermination de I’humidité ; en utilisant un
appareil de Dean-Stark [13]. D’autre application pour 1’a-pinéne, d-limonéne ou p-cymene
comme un solvant de remplacement du n-hexane a été développée par Dejoye Tanzi et al, elle
consiste a I’extraction de huile essentielle a partir de la micro-algue « chlorella vulgaris » en
utilisant ’extraction au soxhlet suivie par [’élimination du solvant a I’aide d’une
hydrodistillation en utilisant un appareil de type Clevenger [14]. En outre, ’a-pinéne a
récemment été utilisé comme un solvant de remplacement du n-hexane pour I’extraction du p-

caroténe a partir de la carotte par macération [9].



Dans le domaine de chimie verte, le solvant terpénique le plus utilisé est le d-limonéne
qui est le plus important et le répandu des monoterpenes, c’est le constituant majoritaire des
essences de citrus (orange), grdce a ses propriétés, il est utilis€é comme un solvant vert
substitut du toluéne dans la procédure de Dean-Stark basé sur son aptitude a former un
mélange azéotropique avec I’eau [15].

Un autre procédé €cologique « verts » pour déterminer les lipides et les huiles a partir
des graines oléagineuses, fiit développé, il est réalisé en deux étapes : I’extraction par soxhlet,
suivi par I’élimination du solvant a 1’aide d’une distillation avec un appareil du type
Clevenger [16]. En outre, le d-limonéne a également ¢été utilis€é comme solvant vert
substituant du solvant organique pour I’extraction des caroténoides a partir des matrices
comme la tomate [17] et micro-algue [18].

Parmi les agrosolvants, on peut citer également 1’éthanol obtenu par fermentation des
matiéres riches en sucres comme la betterave et les céréales. L’éthanol est un solvant utilisé a
grande échelle dans I’industrie chimique compte tenu de sa disponibilité, sa pureté, son faible
prix, son caractére non toxique et parfaitement biodégradable [11]. Grace a ses propriétés,
I’éthanol offre des avantages avec 1’eau pour I’extraction d’antioxydants de romarin en
utilisant différents procédés d’extraction (extraction conventionnelle, extraction assistée par
micro-onde -MAE- et I’extraction assistée par ultrasons -USAE-) [19]. De méme, I’acétone et
I’isopropanol ont été utilisés comme solvant alternatifs de I’hexane, pour 1’extraction de
différents produits naturels. [20].

L’huile de tournesol a récemment été utilisée comme un substitut aux solvants organiques
pour I’extraction des caroténoides de carottes, le processus est en accord avec le concept de
I’extraction verte et du bio-raffinerie [21]. Les esters méthyliques d’acides gras (EMAG)
d’huiles végétales (soja, coco et colza) [11] et le glycérol ont été également utilisés en

substitution de solvants pétrochimiques [22].

L. 1.7 Eugénol

L’eugénol est un composé aromatique dérivé de la voie de biosynthése du shikimate,
[23]. 11 est présent & 1’état naturel dans le clou de girofle auquel il donne sont golt et sont
odeur caractéristique [24]. Il s’agit du 4-allyl-2-méthoxyphénol. On remarque que la molécule
(figure 1) posséde une fonction alcéne (en rouge), une fonction éther : le groupement méthoxy
en violet et une fonction phénol en bleu. Il s’agit d’un liquide bouillant a 253 C° et se

solidifiant a -9°C, insoluble dans 1’eau salée et peu soluble dans I’eau douce [25].



L’eugénol est un phénol autorisé par la FDA (Food and Drug Administration) comme
ingrédient alimentaire. La valeur ADI (Acceptable Daily Intake) a été fixée a 2,5 mg/kg. A
plus fortes doses, lorsque la capacité détoxifiante du foie est manifestement dépassée, I’huile
essentielle ainsi que 1’eugénol conduisent a des dommages hépatiques. Non diluée, 1’huile
essentielle est irritante pour les tissus et neurotoxique. Des sujets présentant des eczémas aux
mains et des allergies aux cosmétiques ou aux parfums, réagissent souvent positivement a
I’eugénol, I’iso-eugénol, et a I’huile essentielle de girofle lors de tests épi cutanés [26].

Il est beaucoup utilisé¢ en médecine dentaire pour sa propriété d’anesthésique local [27],
ainsi que pour ’anesthésie des poissons [28]. Il a été également testé pour produire une
anesthésie chez les amphibiens et les rongeurs [27]. Chez les rats et les souris, par contre, le
méthyleugénol, un dérivé de 1’eugénol, présente quelques caractéristiques plus intéressantes
que I’eugénol [29]. Outre cette propriété d’anesthésique local, ’eugénol était déja utilisé au
siecle dernier comme anti-infectieux contre la tuberculose et la gangréne bronchique [30].
Depuis, d’autres propriétés lui ont €té découvertes, comme par exemple I’effet anti-

inflammatoire, 1’effet antibactérien, anti-cancers, antioxydante [31].
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Figure 1 : Structure chimique de 1’eugénol

I. 2 Présentation générale des algues brunes

Les algues brunes, ou Phéophycées, forment une classe d’organismes photosynthétiques
presque exclusivement marins qui appartiennent au phylum des Hétérokontes, ou
Straménopiles -plusieurs flagelles différents portant des mastigonémes; plastes
endosymbiotiques secondaires a chlorophylles a et c-. Elles sont communes dans le monde
entier ; elles se développent essentiecllement dans les eaux tempérées profondes mais
également dans les eaux tropicales chaudes. Une diversité trés importante de la taille et de la
forme des thalles est observée au sein de cette classe. La coloration brune de ces organismes
est attribuée a la prédominance de pigments orangés, tels que les caroténes et les

xanthophylles, par rapport aux chlorophylles (a, c! et c2).



Avec 239 especes connues, les Dictyotales représentent le troisiéme ordre le plus
important parmi les algues brunes en termes de nombre d’espéces (aprés les Ectocarpales et
les Fucales). Les espéces issues de cet ordre sont caractérisées par des thalles aplatis
parenchymateux et des poils regroupés sous forme de petites touffes a la surface des frondes.
Leur croissance est apicale et leur cycle de vie est diplohaplontique isomorphe. L'ordre des
Dictyotales se composent d’une large famille, les « Dictyotaceae », ainsi que d’une famille
peu commune, celles des « Scoresbyellaceae ». La famille des Dictyotaceae se subdivise en
deux tribus, les « Dictyoteae » et les « Zonarieae » sur la base du nombre de cellule

meéristématiques aux sommets des thalles [32].

I. 3 Etude de I'espéce Zonaria tournefortii

I. 3.1 Systématique

Actuellement appelée Zonaria tournefortii (Lamouroux) Montagne (Figure 2),
antérieurement, cette espéce portait ’appellation Fucus tournefourtii (Lamouroux), Zonaria
Slava clément C. Agardh et Padina tournefortii (Lamouroux) Montagne [33]. Cette espéce a

pour systématique :

Embranchement: Phacophyeophyta
Classe : Phéophycées

Ordre : Dictyotales

Famille : Dictyotaceés

Tribu : Zonarieae

Genre : Zonaria

Espéce : Tournefortii

Figure 2 : Zonaria tournefortii

L. 3.2 Description

Zonaria tournefortii, est une algue possédant un thalle vertical, fixé au substrat par un
crampon, trés ramifié, composé de segments linéaires [34]. Les plantes matures sont touffues,
de plus en plus en érections, et attenignants une hauteur de 6 & 7 pouces [35]. La couleur
normale de I’algue est, en effet, d’un fauve verdatre tirant sur le brun, et ce n’est que chez

quelques individus malades que celle-ci passe au fauve claire jaunatre [36].
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I. 3.3 Biologie
Cette algue a biotopes sciaphiles est présente toute 1’année. Elle est gamétophyte et
sporophyte, a spores dispersés a la surface du thalle. Elle se trouve de la surface jusqu’a une

quarantaine de metres de profondeur [37].

I. 3.4 Ecologie

Zonaria tournefortii est une algue brune (ordre Dictyotale) se trouvant généralement dans
les eaux profondes [34]. Elle posséde une raie de répartition sur les cotes nord-est de I’océan
atlantique (Afrique occidentale), dans ’atlantique nord-est et la méditerranée (a 1’exception

du golfe du lion et de I’adriatique) [33].

L. 4 Etude chimique du genre Zonaria
L. 4.1 Généralités sur les produits phénoliques

Les composés phénoliques constituent une famille de molécules largement répandues
dans le regne végétal. Ces produits sont des métabolites secondaires, ce qui signifie qu’ils
n’exercent pas de fonctions directes au niveau des activités fondamentales dans I’organisme
végétal, comme la croissance, ou la reproduction [38].

L’expression de « composés phénoliques » est utilisée pour toute substance chimique
possédant dans sa structure un noyau aromatique, portant un ou plusieurs groupements
hydroxyles. Un nombre considérable de ces composés sont formés de deux noyaux
benzéniques A et B reliés par un hétérocycle de type pyranne. Ces composés different les uns
des autres par la position des substitutions sur les noyaux A et B, par la nature de 1’élément
central et par la position, la nature et le nombre de molécules de sucre fixées [39].

D’un point de vue biosynthétique, les composés phénoliques peuvent étre engendrés par
deux voies métaboliques : la voie du shikimate, la plus courante, qui conduit entre autre a la
formation des acides phénoliques, flavonoides et lignines ; et la voie des polyacétates qui est a
I’origine de composés polycycliques tels que les coumarines, les xanthones et les quinones
[40].11s sont bénéfiques pour I’homme vis-a-vis de certaines maladies de par leur action sur le
métabolisme humain et leur propriété antioxydant, ainsi ces compos€s ont été rapportés
comme une source important dans les algues marines qui se caractérisent par la présence de
phlorotannins. Ces derniers constituent un groupe trés hétérogéne de molécules (structure
et degré de polymérisation) fournissant ainsi une grande variété d’activités biologiques
potentielle. Les teneurs les plus élevées sont retrouvées dans les algues brunes qui en

contiennent entre 5 et 15% du poids sec [41].
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I. 4.2 Extraction, séparation et dosage des produits phénoliques

I. 4.2.1 Extraction

L’analyse et 1'identification des composés phénoliques comprennent différentes étapes,
notamment 1’étape d’extraction. De nos jours, beaucoup de procédés de fabrication dans
I'industrie agroalimentaire, cosmétique et pharmaceutique utilisent, directement ou
indirectement, 1’extraction .Celle-ci est généralement de type : solide-liquide, c’est-a-dire
qu’un solide, la matrice végétale, est mis en contact avec un liquide, le solvant d’extraction.
Une méthode dite conventionnelle comme la macération était jusqu’ici utilisée. Cette
procédure, malgré les temps longs d'extraction et l'utilisation d'une quantité considérable de
solvants, est relativement peu cofiteuse. En plus, elle se déroule a température ambiante ce qui
est trés positif pour conserver l'intégrité des molécules polyphénoliques qui sont sensibles aux
changements de température.

Les composés phénoliques sont majoritairement extraits par des solvants de polarité
moyenne a forte tels que 1’éthanol, le méthanol ou I’acétone pure ou en présence d’eau [42].
La présence de sucres, parfois liés aux polyphénols, les rendent plus solubles dans 1'eau douce
tandis que les combinaisons des solvants avec de 1'eau s'utilisent dans le but d'extraire les
glycosides. Les aglycones moins polaires sont plus solubles dans les solvants apolaires [43].

La macération est souvent suivie d’une I’extraction liquide-liquide et d’un fractionnement

sur colonne ou d’une préconcentration en utilisant 1’extraction en phase solide.

-> Extraction liquide —liquide

L’extraction liquide-liquide ou extraction par solvant est une technique physicochimique
de séparation et de concentration de composés ou d’éléments chimiques. Elle est basée sur la
distribution d’un soluté entre deux phases liquides non miscibles dont I’une est aqueuse
et ’autre organique. La phase organique constituée par un ou plusieurs extractants dissous
dans un diluant encore appelée solvant [44]. Le n-butanol, [45] I’acétate d’éthyle, n-hexane et
le chloroforme [46] sont des solvants utilisés pour le traitement des extraits et 1’élimination

des composés non phénoliques.

-» Extraction en phase solide
L'extraction en phase solide (EPS) constitue aussi une autre option rapide et économique
puisqu'elle réduit de maniere significative le volume des solvants requis. Elle est employée

dans le but d'extraire les composés a partir d'une matrice liquide ou comme complément a
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l'extraction par solvants. L’EPS peut étre également employée comme méthode de

fractionnement/purification ou pour obtenir la préconcentration des composés [43].

L’extraction en phase solide est basée sur la rétention sélective de certains analytes et
leur élution ultérieure par un solvant approprié [47]. Si le soluté présente une forte affinité
vis-a-vis de I’adsorbant, il y reste totalement fixé au cours de la percolation de 1’échantillon
aqueux. Le soluté est ensuite désorbé par un petit volume de solvant éluant. Les phases
solides mettent en jeu des interactions polaires (phases normales), apolaires (phases apolaires
ou inverses) ou des interactions par échanges d’ions [48].

L’extraction des composés phénoliques a partir des matiéres végétales est influencée par
leurs natures chimiques, le procédé d’extraction utilisé, la taille des particules de
I’échantillon, la durée de stockage et d’autres conditions telle que la présence de substances
interférentes [49].

Différents solvants peuvent étres utilisés pour 1’extraction de ces composés a partir des

algues brunes, décrits par différents auteurs sont indiqués dans le tableau 1.

Tableau 1 : Solvants d’extraction des composés phénoliques des algues brunes

Matrice Solvant d’extraction Références
Sargassum spinuligerum Ethanol [50]
Carpophyllum angustifolium Ethanol [51]
Bifurcaria bifurcate Méthanol / Eau (50/50, [52]

Cystoseira baccata v/v)
Eckonia cava Méthanol [53]
Ishige okamurae Meéthanol [54]
Cystophora moniliformis Acétone [55]
Cystophora scalaris
Zonaria tournefourtii CHCI3 [56]
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Himanthalia elongata,
Laminaria sp., Acétone/Eau (70/30) [57]
Undaria pinnatifida

Laminaria saccharina

I. 4.2.2 Séparation

La complexité des extraits de matiere végétale nécessite des techniques de séparation

efficaces pour identifier les diverses molécules d’intérét. Différentes techniques d’analyse
s'offrent & DPexpérimentateur pour la séparation des produits naturels telles que la
chromatographie liquide haute performance (HPLC, High Performance Liquid
Chromatography), la chromatographie en phase gazeuse (GC, Gas Chromatography), la
chromatographie sur couche mince haute performance (HPTLC, High Performance Thin
Layer Chromatography), la chromatographie a contre courant (CCC, CounterCurrent
Chromatography), la chromatographie en phase supercritique (SFC, Supercritical Fluid
Chromatography) ou I’électrophorése capillaire (CE, capilary electrophoresis) [58].
Parmi ces techniques, la chromatographie liquide & haute performance (CLHP) a polarité de
phases inverses, combinée a la spectroscopie ultraviolette et visible (UV-VIS) est, sans doute,
la méthode la plus communément utilisée pour l'identification et la quantification des
différents composés phénoliques [43].

Plusieurs travaux ont été publiés dans la littérature au cours des derniéres années,
concernant I’isolement et la séparation des composés phénoliques des algues brunes par
HPLC combinée avec d’autres techniques de détection plus ou moins complexes. Nous citons
comme exemple, les phlorotannins séparés soit par HPLC-ESI-MS [59], ou par RP-
3DHPLC-DAD [60].

La RP-HPLC couplée a un détecteur a barrettes de diodes (DAD) a également été trés
employée pour la séparation des acides phénolique [61], du Dieckol [62] et du Bifuhalol [63].
L'analyse par CLHP inclut la détermination des conditions opératoires qui seront employées
pendant I'analyse, a savoir les types de colonnes 2 utiliser, les solvants, le temps d’analyse etc.
En général, les colonnes qui s'utilisent pour faire l'analyse de polyphénols sont presque
exclusivement de phase inverse (RP) avec 100 a 300 millimétres de longueur et 4.6 mm de

diamétre interne.
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Les systémes d'élution sont habituellement binaires (solvant A et solvant B) : un solvant
aqueux polaire acidifié tel que l'acide acétique aqueux, l'acide perchlorique, l'acide
phosphorique ou 1'acide formique (solvant A) et un autre solvant organique moins polaire tel
que le méthanol ou l'acétonitrile qui peut étre acidifié (solvant B).

Habituellement, on utilise un gradient d'élution ou 1'éluant B augmente avec le temps
[43]. De méme la chromatographie sur couche mince a été utilisée dans plusieurs études pour
la séparation et la purification de composés phénoliques d’un extrait selon leur force de
migration dans la phase mobile qui est en général un mélange de solvant; adapté au type de
séparation recherché, et leur affinité vis-a-vis la phase stationnaire qui peut étre un gel de
polyamide ou un gel de silice. Elle nous permet d’avoir les empreintes du contenu

polyphénoliques de I’extrait [64].

I. 4.2.3 Dosage
-> Dosage des composés phénoliques totaux par colorimétrie (méthode de Folin

Ciocalteu)

Les méthodes de Folin-Denis et Folin-ciocalteu sont les plus utilisées pour I’estimation des
composés phénoliques extractibles totaux [65]. La méthode de folin-ciocalteu repose sur
I’oxydation des cycles phénoliques, couplée a la réduction d’acide phosphomolybdique. Dans
la méthode de Folin-Ciocalteu, du lithium sulfate est ajouté au réactif de Folin-Ciocalteu, afin
de diminuer la formation de précipité, permettant ainsi de faciliter la lecture de 1’absorbance.
Cette méthode a été utilisée en raison de sa rapidité. Ainsi cette méthode est basée sur la
présence de cycles aromatiques  hydroxylés, caractéristiques du phloroglucinol, dont les
polyphénols algaux sont des polymeéres mais aussi d’acides aminés dits aromatiques, comme
la tyrosine, le tryptophane ou encore la phénylalanine qui peuvent étre présent dans certaines
protéines. Toutefois, ces acides aminés peuvent étre négligés. Ils constitueraient moins de 5%

des composés réagissant au réactif de Folin-Ciocalteu se trouvant dans les algues brunes [66].

Ce réactif de Folin-Ciocalteu, préparé de facon industrielle, a I’origine de couleur jaune,
constitué par un mélange d'acide phosphotungstique (H3PWi20s) et d'acide
phosphomolybdique (H3PMo012040). II est réduit lors de I'oxydation des phénols, en un
mélange d'oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne .La coloration produite, dont
l'absorption maximum a 765nm est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans

les extraits végétaux [67].
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I. 4.3 Produits phénoliques des algues brunes du genre Zonaria
Plusieurs travaux ont été réalisés sur 1’étude chimique du genre Zonaria, Nous reprenons,

ci-dessous, les principaux travaux relatifs a 1'étude de ce genre.

- V. Amico [56,68], C. Tringalli [69] et M. El- Hattab [70] ont effectué des recherches
sur I’espéce Zonaria tournefortii qui leur ont permis d’isolé sept métabolites dérivés du
phloroglucinol & partir de I’extrait lipidique traité par la soude

- P. Wisespongpand [71] & isolé trois dérivés du phloroglucinol & partir de Zonaria
diesingiana, lesquels ont été aussi isolés & partir de Zonaria farwolii et Zonaria
tournefortii.

- Une nouvelle structure d’un phloroglucinol avec un résidu acyle C-20 a été également
isolée a partir de Zonaria diesingiana en 1994 par T. Kusumis [72].

- Des travaux menés par W. Gerwick et W. Fenical [73] ont permis d’isoler trois
produits a partir des especes Zonaria farwolii récoltée sur les cotes sud de la Californie
et Zonaria tournefortii.

- Blackman et Rogers [74] ont effectué des travaux sur trois espéces du genre Zonaria,
se trouvant dans les zones subtidales le long de la Tasmanie. Ceux-ci concernent
Zonaria turneriana J.Agardh, Zonaria creneta J. Agardh, et Zonaria angustata Kuetz.

Ces travaux leurs ont permis d’isoler trois dérivés de phloroglucinol déja rapportés chez

d’autres especes du genre Zonaria [56, 69, 68].

Les structures des dérivés de phloroglucinol isolés a partir de différentes espéces du genre

Zonaria sont représentées ci-dessous.

Gerwick & Fenical, 1992

Figure 3 : Dérivés du phloroglucinol isolés de Zonaria farwolii
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Figure 4 : Dérivés du phloroglucinol isolés de Zonaria tournefortii
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Figure 5 : Dérivés du phloroglucinol isolés de Zonaria diesingiana
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B lackman & Rogers, 1988

Figure 6 : Dérivés du phloroglucinol isolés de Zonaria crenata

L. 5 Activités biologiques des espéces du genre Zonaria

Comme les algues sont des organismes photosynthétiques, ils produisent des radicaux
libres et d'autres réactifs d'oxydation lorsqu'ils sont exposés a des concentrations élevées
d'oxygene et la lumiere. Il est considéré en raison de l'absence de dommage oxydatifs dans
leurs €léments de structures, ces organismes sont capables de produire les composés
nécessaires pour se protéger contre l'oxydation, par conséquent, les algues est un puissant
composés antioxydants qui pourraient également convenir & la protection de notre corps
contre les effets nocifs des espéces réactives de 1'oxygéne produit a la suite du métabolisme
normal de I’organisme [75].

Les produits naturels polyinsaturés ont attiré un intérét croissant dans les programmes de
découverte de médicaments. Par exemple, dans le développement de remeédes contre les
maladies neurodégénératives, cette classe de produits naturels est d’un intérét primordial en
raison de leur piégeage des radicaux et de leur forte capacité antioxydante. En effet,
I’évaluation de I’activité antioxydante cellulaire du chromone tout-(Z)-5,7-dihydroxy-2-(4Z,
7Z, 10Z, 13Z, 16Z nonadecapentaenyl) 1, isolé a partir de plusieurs espéces du genre
Zonaria, indique qu’il posséde un effet antioxydant intéressant avec une valeur d’CE50 de 14
= 9 uM, et suggere qu’il était presque aussi puissant que 1’antioxydant standard, la quercétine.
En outre, le produit 1 a également montre des effets protecteurs puissants contre les espéces
réactives de ’oxygéne avec un CE50 = 160 + 25uM [76].

De méme, les composés bioactifs dérivés d’algues brunes, a savoir les phlorotannins, ont
été signalés comme ayant des effets antimicrobiens, qui peuvent étre utiles en tant qu’agents
potentiels antimicrobiens pour les industries alimentaires et pharmaceutiques [77]. Les algues

brunes du genre Zonaria sont connues d’étre riches en acylphloroglucinol avec un résidu C-
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20. Trés peu de travaux ont été réalisés sur I'étude des propriétés antimicrobiennes de 1'algue
des dérivés de phloroglucinol du genre Zonaria. Nous reprenons, ci-dessous, les principaux
travaux relatifs a 1'étude de 1’algue du genre Zonaria.

Les travaux menés par W. Gerwick et W. Fenical [73], ont permis I’isolement de trois
produits 2, 3 et 4 a partir des espéces Zonaria farwolii et Zonaria diesingiana comme décrit
dans la figure 7.Ces composés ont présenté différents degrés d’activité antibactérienne in vitro
contre Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis. Cependant, Wisespongpand & Kuniyoshi
[78] ont également rapporté 1’évaluation de I’activité antimicrobienne des produits 3 et 4 ainsi
que le produit 5. Les résultats ont indiqué que le composé 5 a montré une puissante activité
contre Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis, tandis que les composé 3 et 4 ont montré

moins d’activité. Aucune activité contre les bactéries & Gram négatif n’a été observée.

Figure 7 : Produits isolés des espéces du genre Zonaria possédants des activités biologiques
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PARTIE II

Etude expérimentale



Chapitre 1 : Matériels et méthodes

IL. 1.1 Introduction

Notre travail s’orienté vers le développement d’un nouveau procédé d’extraction vert
basé sur I’utilisation de I’eugénol comme bio-solvant et son application dans la préparation de
I’extrait brut de 1’algue brune Zonaria tournefortii. Dans un but comparatif, d’autres extraits
classiques ont ét¢ préparés par macération dans des solvants organiques a savoir le CH2Cl, et
le mélange CH>Clo/MeOH (v/v : 1/1).

En effet, la nature chimique des extraits obtenus, ainsi que leurs activités biologiques ont

été comparées sur la base de:

Mesure de la teneur en composés phénoliques totaux par le test colorimétrique de

Folin-Ciocalteu.

- L’analyse par chromatographie liquide a haute performance (CLHP).

- La détermination de [D’activit¢ antioxydante évaluée par la mesure du pouvoir
antiradicalaire par le test DPPH (2,2-diphenyle-1-picrylhydrazyle) et du pouvoir
réducteur de fer ferrique (FRAP : Ferric Reducing Antioxydant Power).

- La détermination de D’activité antimicrobienne (antibactérienne et antifongique)

évaluée par la méthode de diffusion sur gélose.

II. 1.2 Extraction et analyse préliminaire par chromatographie sur couche mince

IL. 1.2.1 Récolte et traitement du matériel végétal

Le matériel végétal qui a fait 1’objet de notre travail est 1’algue brune « Zonaria
tournefortii » récoltée en 2012, a une profondeur de 5 meétre sur le littoral méditerranéen, a
Tipaza (Algérie). L’identification a été faite par Dr. H. Seridi au niveau du laboratoire
d’océanographie Biologique et environnemental marine de 1’Université des Sciences et de la
Technologie d’Alger.

L’algue fraichement récoltée, a été soumise a un tri manuel afin d’éliminer les différents
épiphytes (organismes capables de contaminer la nature chimique des extraits) qui consistent
souvent en des algues ou d’autres organismes animaux. L’algues a été ensuite séchée dans un
endroit sec et aéré et a 1’abri du soleil, et conservée a 1’état sec dans des sacs propres en
plastique. L’algue a été réduite en petits copeaux, et les échantillons soumis a 1’extraction ont

été obtenus par échantillonnage.



II. 1.2.2 Extraction du matériel algal

II.1.2.2.1 Préparation des extraits bruts

Dans un but comparatif, deux procédés d’extraction ont été effectué a savoir le procédé
d’extraction classique et le procédé d’extraction vert. Le premier procédé (Figure 8) est basé
sur la préparation d’extraits par des solvants d’origine pétrochimique a savoir: le
Dichlorométhane (Réf: Sigma Aldrich 24233) et le mélange Dichlorométhane (Réf : Sigma
Aldrich 24233) / Méthanol (Réf : Panreac 141091) (v/v : 1/1). L’extraction a été réalisée dans
un systéme statique a une température ambiante pendant une semaine, suivie d’une filtration
et de I’évaporation du solvant. Les résidus secs obtenus ont été traités par la suite avec de
I’éther diéthylique pour éliminer les traces d’eau et les produits aqueux. L’éther est ensuite
évaporé afin d’obtenir des extraits éthérés constitués d’un mélange complexe de produits
phénoliques et d’autres de nature chimique diverses. Les deux extraits obtenus ont été
conserves au réfrigérateur a 4C° pour les analyses qualitatives et quantitatives ultérieures.

Le second procédé (Figure 9) repose sur la préparation d’un extrait par un agrosolvant
phénolique, en I’occurrence 1’eugénol. La macération a été effectuée a une température
ambiante pendant une semaine. L’intérét du procédé réside dans la méthodologie de
séparation du solvant vert, basée sur une série d’extraction liquide-liquide avec de 1’eau
(Annexe 1(a)), suivie d’une centrifugation (4000 tours pendant 10 min) et élimination de la
phase aqueuse (eauteugénol) conduisant a un extrait brut. Un recyclage du solvant vert est en
outre effectué par une hydrodistillation en utilisant un Clevenger (Annexe 1(b)) ou un

appareil de type Dean-Stark.
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Figure 9 : Préparation de 1’extrait a partir d’une maticre végétale séche en utilisant un

procédé d’extraction classique
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Figure 10 : Préparation de I’extrait a partir d’une matiére végétale séche en utilisant un

procédé d’extraction vert
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II. 1.2.3 Analyse préliminaire par chromatographie sur couche mince (CC
e\

Une analyse par chromatographie sur couche mince a été réalisé p01\1r \p\roceder a un
identification qualitative préliminaire des extraits de Zonaria tournefortii obtenus a partlr dﬁ
procédé d’extraction classique et du procédé d’extraction vert.

La chromatographie sur couche mince est effectuée sur une feuille d’aluminium recouverte
de gel de silice Si60 en utilisant le mélange éluant acétate d’éthyle (Ref : Panreac 141318) /2,
2,4-triméthylpentane (Réf: Panreac 172064) (v/v: 1/1), et se basant sur phloroglucinol
comme témoin. La révélation est réalisée par I’exposition de la plaque CCM aux vapeurs de

diiode.
IL. 1.3 Analyse par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF)

Des analyses par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) ont été
effectuées sur des extrait obtenus avec ’eugénol dans le but d’optimiser le nombre de
lavages. A cet effet des spectres infrarouges ont été enregistrés pour des extraits en fonction
du nombre de lavages.

Un spectrometre infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) de marque Bruker type
Tensor 27 (Annexe 2(a)) équipé d’un détecteur sulfate triglicine deuteré DTGS a température
ambiante, d’une source infrarouge moyen (4000-400 cm™), d’un rayonnement laser et un
diviseur de faisceau KBr a été utilisé. L’acquisition des spectres a été effectuée avec une
résolution de 4 cm™ et un nombre de scan égal a 10 spectres. Le traitement des spectres est
réalisé avec le logiciel OPUS 6.5 sous le systéme d’exploitation Microsoft Windows XP. Les
fenétres utilisées pour 1’analyse de la phase liquide sont en chlorure de sodium (NaCl), avec
une entretoise en téflon de 0.5 mm d’épaisseur. Les tube de connections sont en téflon avec
un diameétre intérieur de 0.8 mm et le chargement est réalisé en employant des tubes de
chlorure de polyvinyle de diamétre intérieur de 2.79 mm.

L’introduction des solutions se fait avec un systéme a écoulement bloqué dans une
cellule de flux, I’avantage d’une telle cellule est d’éviter les inconvénients relatifs au
nettoyage et au remplissage des cellules conventionnelles et de minimiser la consommation
des solvants organiques est de réduire le temps d’analyse (15- 60 s). Les spectres enregistrés
sont traités a 1’aide d’une macro qui a été construite a partir de I’option « ApPro » développé

par Winfirst.
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II. 1.4 Estimation du contenu en composés phénoliques totaux (TPC, Total Phenolic
Content)

Les composés phénoliques produits par les végétaux en tant que métabolites secondaires
constituent une large gamme de molécules chimiques, dont leur nature chimique et teneur
sont extrémement variables d’une espéce a une autre. Les composés phénoliques de 1’algue
brune Zonaria tournefortii sont des dérivés du phloroglucinol, résultants d’un couplage entre
une molécule de phloroglucinol et une oxylipine a 20 ou a 22 atomes de carbone [79].

Plusieurs méthodes analytiques peuvent étre utilisées pour la quantification des produits
phénoliques totaux. Cependant, I’analyse par le réactif de Folin—Ciocalteu reste la méthode de
dosage la plus utilisée [80]. Cette méthode est basée sur la réduction du réactif de Folin-
Ciocalteu, constitué d’acides phosphotungstique et phosphomolybdique, en milieu légérement
alcalin, par les ions phénolates. Les produits de réduction (tungsténe et molybdéne) présentent
une coloration bleue et montrent une absorption maximale aux environs de 760 nm,
permettant de déterminer la concentration des produits phénoliques en se référant a une

courbe d’étalonnage a partir des concentrations connues [42].

II. 1.4.1 Mise en ceuvre pratique

La teneur en composés phénoliques totaux des extraits d’algue obtenus a partir du
procédé d’extraction classique et du procédé d’extraction vert a été déterminée par
spectrophotométrie, suivant le protocole adapté par Nathalie Blanc [81] avec de légéres
modifications.

4 mg d’extraits d’algue ont été préalablement dissous dans 6 mL d’eau distillée et 2 mL
de méthanol a la température ambiante. 2 mL de chaque solutiqn d’extrait ont été mélangés a
10 mL d’eau distillée et 12 mL de carbonate de sodium (Na2CO3) & 290 mg.ml'. 1 mL du
réactif de Folin-Ciocalteu a été ajouté, et la coloration a été développée pendant 30min a
’obscurité a température ambiante. La lecture de 1’absorbance a été faite & 760 nm contre un
blanc contenant le mélange réactif a I’exception de I’échantillon testé. La quantification des
composés phénoliques a été faite en se référant a une courbe d’étalonnage d’une allure
linéaire (y = ax+b) en utilisant le phloroglucinol comme étalon avec une gamme de
concentration allant de 0,008 a 0.099 mg/mL. Cependant, les résultats sont exprimés en mg

équivalent de phloroglucinol par gramme d’extrait sec.
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II. 1.5 Analyse par chromatographie liquide & haute performance (CLHP)

Des analyses par chromatographie liquide a haute performance ont été réalisées afin
d’avoir une idée plus précise des composés extraits a partir du procédé d’extraction classique
et du procédé d’extraction vert. En effet, une comparaison des profils chromatographiques des
extraits obtenus a été réalisée.

Les analyses ont été effectuées sur une chaine de chromatographie liquide (annexe 2(b))
de type Agilent 1100/1200, muni d’un injecteur automatique avec un module de chauffage
des échantillons, d’une pompe quaternaire équipée d’un systéme de programmation de débit,
d’un four pour colonne équipé d’un module de chauffage par effet Peltier, et d’un détecteur
UV/Visible a barrettes de diodes. Cet appareillage, piloté par le logiciel Chem Station
Agilent, permet de travailler en mode isocratique (composition constante de la phase mobile)
ou en mode gradient (phase mobile de composition variable en cours d’analyse). Les
séparations sont réalisées a une température de 35 °C sur une colonne analytique de type
Zorbax Eclipse XDB-C8 (RP 8 ; 5um ; @ : 4,6mm, 1 : 250mm).

Tableau 2 : Conditions du gradient d’analyse HPLC.

t (min) 0.00 2.00 15.00 25.00 60.00
H20 60 50 35 20 20
MeOH 40 50 65 80 80

IL. 1.6 Evaluation de Pactivité antioxydante des extraits de Zonaria tournefortii
IL. 1.6.1 Mesure du pouveir antiradicalaire par le test DPPH-
IL. 1.6.1.1 Principe de la méthode

Le test DPPH est la méthode indirecte la plus ancienne. Le principe de cette méthode
repose sur la réduction du radical DPPH- par un antioxydant phénolique donneur
d’hydrogéne. Le DPPH- est un radical libre de couleur violet présentant un maximum
d’absorption vers 517 nm. Quand il est recombiné, le DPPH- se décolore. La diminution de
I’absorbance du mélange réactionnel est donc proportionnelle a la recombinaison du radical. Il
est donc trés aisé de suivre cette diminution par spectrophotométrie visible. Le transfert d’un
hydrogeéne de 1’échantillon testé vers le radical libre est trés fréquemment exprimé en Clso. Il
s’agit de la concentration en échantillon entrainant la recombinaison de cinquante pourcent

des radicaux [42].
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L’activité antiradicalaire des composés phénoliques contenus dans les extraits de Zonaria
tournefortii est évaluée en mesurant leurs capacités de piéger le radical libre DPPH (2.2'-
diphényl-1-pycrilhydrazyl). En effet, la couleur violette foncée de ce dernier se transforme en
jaune lors de sa réduction (capté par les produits testés). La rapidité de la perte de la couleur

est directement proportionnelle a I’activité antioxydante du donneur d’hydrogéne [82].

DPPH + R-H DPPH-H+ R

v

coloration violette coloration aune pale

Figure 11 : Forme libre et réduite du radical DPPH:

I1.1.6.1.2 Mise en ceuvre pratique

Au cours de ces travaux de mémoire, 1’activité antioxydante a été évaluée par deux
méthodes. La premiére est basée sur la mesure du pouvoir antiradicalaire par le test DPPH
(2,2-diphenyle-1-picrylhydrazyle) impliquant le transfére d’atome d’hydrogene, et la seconde
est présentée par le test déterminant le pouvoir réducteur antioxydant de fer ferrique (FRAP :

Ferric Reducing Antioxydant Power) impliquant le transfert d’électron.

I1.1.6.1.2.1 Test antiradicalaire sur plaque CCM

Afin d’estimer le pouvoir antiradicalaire des métabolites secondaires de I’algue brune
Zonaria tournefortii, les extraits obtenus a partir du procédé d’extraction classique et du
procédé d’extraction vert sont soumis a une chromatographie sur couche mince en utilisant

’acide ascorbique comme témoin positif et la solution de DPPH pour la révélation.

En effet, I’analyse a été effectuée en utilisant une phase stationnaire présentée par une
plaque d’aluminium recouverte de gel de silice Si 60 Mesh/F254 de type Merck, et une phase
mobile constituée d’un mélange de solvants AcOEt/TMP (v/v : 1/1). La plaque de silice est
laissée se développer pendant 30 min dans ’obscurité, & température ambiante. Apres

migration, la plaque est révélée avec une solution de DPPH (2%).
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IL. 1.6.1.2.2 Test antiradicalaire mesuré au spectrophotométre

Les composés phénoliques semblent étre de bons candidats pour leur activité
antioxydante du fait de la présence de nombreux hydroxyles, pouvant réagir avec ces
radicaux, la méthode choisie pour mesurer I’activité antiradicalaire des extraits de Zonaria
tournefortii est celle de DPPH (2,2 diphényl-1-picrylhydrasyl) utilisée par Loo [83], avec
quelques modifications.

La solution de DPPH a été préparée par la solubilisation de 4 mg de DPPH dans 100 mL
de méthanol (La solution ne se conserve pas plus de 4 a 5 jours a 1’obscurité a 4C°). Un
volume de 1ml d’extrait (2 différentes concentrations) a été ajouté a 1ml de la solution de
DPPH. Le mélange réactionnel a été agité vigoureusement et incubé pendant 30 min a
’obscurité et 4 température ambiante. Le passage de la couleur violette a la couleur jaune de
la solution est mesurable par un spectrophotometre UV-VIS a 517 nm contre un blanc
constitué de 1 ml de méthanol et 1 ml de la solution DPPH préparé dans les mémes conditions
opératoires.

Afin de comparer les extraits entre eux, ’indice CEso est calculé, ce dernier est défini
comme étant la concentration du substrat qui cause la perte de 50% de ’activité du DPPH, ou
encore, c’est la concentration de 1’échantillon exigé pour donner une diminution de 50% de
’absorbance de la solution contrdle constituée de méthanol et de la solution de DPPH.

Les témoins positifs utilisés sont le BHT (2,6-di-tert-butyle-4-méthyle phénol) et I’acide

ascorbique « vitamine C ».

IL. 1.6.2 Pouvoir Réducteur FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

L’activité antioxydante des extraits de Zonaria tournefortii a été évaluée en
utilisant la méthode de FRAP. Elle est considérée comme une méthode universelle,
simple, rapide et reproductible, qui peut étre appliqué aussi chez les plantes et dans
les extraits organiques et aqueux.

Cette méthode repose sur la réduction de I'ion ferrique (Fe’+) en ion ferreux
(Fe*+). La réaction se manifeste par 1’apparition d’une coloration verte dont

I’intensité est proportionnelle au potentiel réducteur.
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II. 1.6.3.1 Mise en ceuvre pratique

Le pouvoir réducteur des extraits de Zonaria tournefortii a été¢ déterminé selon le
procédé décrit par T.Kuda [84] avec quelques modifications. En effet, 1ml de chaque extrait
diluée dans du méthanol a une concentration de 3 mg/ml a été mélangé avec 2,5ml de la
solution tampon phosphate (0,2M, pH 6,6) et 2,5ml de ferricyanure de potassium ((K3Fe
(CN)6) a 1%). L’ensemble a été incubé a 50°C pendant 30 min. 2,5ml d’acide trichloracétique
(TCA) (10%) a été ensuite additionné au mélange, le tout a été centrifugé pendant 10 min a
3000 rpm. L’eau distillée (2,5ml) et le chlorure ferrique (FeCl3) (2,5ml a 0,1%) ont été
ajoutés a 2,5ml du surnageant. I.’absorbance a été mesurée 4 700 nm contre un blanc.

Le butyl-hydroxytoluene (BHT) a été utilisé comme contrdle positif, dont I’absorbance a
été mesurée dans les mémes conditions que les échantillons réels. Les résultats sont exprimés
en valeur FRAP suivant la formule [85]:

Abs echantillon — Abs contrale

Vigleur FRAP = Abs standard — Abs contréle % [Standurd]

Avec :
Abs échantillon : Absorbance a 700 nm de 1’échantillon a t=30 min.
Abs standard : Absorbance 4 700 nm du standard utilisé a t=30 min.

[Standard] : Concentration en standard antioxydant utilisé.

I1. 1.7 Etude du pouvoir antimicrobien des extrais de Zonaria tournefortii

Les algues marines constituent un énorme réservoir de molécules naturelles
potentiellement actives, des études ont permis d’isoler et d’identifier un trés grand nombre de
molécules nouvelles de grande originalité structurale et dont beaucoup d’entre elles ont une
activité biologique intéressante. Sur le plan pharmacologique, la présence de différentes
activités a été mise en évidence depuis longtemps chez plusieurs espéces d’algues marines.

L’activité antibactérienne, antivirale, anti-tumorale et d’autres propriétés comme celle
qui entre dans la régulation du taux du cholestérol sanguin ou dans la régulation du systéme
immunitaire ont été également étudiées [86].

Les algues brunes présentent de différentes activités biologiques, leurs dérivés
phénoliques interviennent comme antimicrobiens et anti appétent vis-a-vis des herbivores

[87]. Face a I’apparition de formes résistantes de plusieurs bactéries a certains antibiotiques,
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la recherche de nouvelles molécules actives est devenue une nécessité. Cette partie de notre

mémoire tente de trouver une activité antibactérienne chez 1’algue brune Zonaria tournefortii.

IL 1.7.1 L’aromatogramme

L’aromatogramme est basé sur une technique utilisée en bactériologie médicale, appelée
« antibiogramme » ou « méthode par diffusion en milieu gélosé » ou encore « méthode des
disques ». Cette méthode a 1’avantage d’étre d’une grande souplesse dans le choix des
antibiotiques testés, de s’appliquer a un trés grand nombre d’espéces bactériennes, et d’avoir
€té largement évaluée par 50 ans d’utilisation mondiale [88]. Il s’agit d’une méthode en
milieu gélosé a 1’agar réalisé dans une boite de pétri (in vitro). Le contact se fait par

I’intermédiaire d’un disque absorbant sur lequel on dépose une quantité donnée de 1’extrait.

» Principe

La technique consiste a utiliser des disques de papier absorbants stériles (de 9 mm de
diametre) imprégnés d’une quantité d’extrait et déposés a la surface d’une gélose inoculée et
uniformément ensemencée par la suspension bactérienne a étudier. La diffusion de I’extrait a
partir du disque au sein de la gélose détermine un gradient de concentration.

Les micro-organismes poussent sur toute la surface de la gélose sauf la ou elles
rencontrent une concentration d’extrait suffisante pour inhiber leur croissance dont on observe
aprés incubation tout autour des disques une zone circulaire claire indemne de colonies,
appelée « zone d’inhibition » (Figure 11). Plus le diamétre de cette zone est grand, plus la

souche est sensible a I’extrait. Plus il est petit, plus la bactérie est résistante [88].

Disque imprégné
de la
substance testé

Croissance
microbienne

=== |

"

1
1
1
1
I
¥

[
1
'

Figure 11 : Schéma simplifié du principe de la méthode des aromatogrammes.
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II. 1.7.2 Souches microbiennes choisies

Les souches de références utilisées pour les tests antimicrobiens sont : Escherichia coli

(ATCC 25922) Staphylococcus aureus (ATCC 6538) Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27835)

et Bacillus ceureus(ATCC10876) pour P’activité antibactérienne et une levure Candida

albicans et un champignon Aspergillus Braziliensens pour I’activité antifongique.

II. 1.7.3 Evaluation de D’activité antimicrobienne des extraits classiques et vert de

Zonaria tournefortii

Le protocole expérimental utilisé est le suivant [89]:

-> Repiquage des souches bactériennes

- Les différentes souches bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries, puis

incubées a 37 °C afin d'obtenir des colonies isolées qui vont servir a la préparation de

I’inoculum.

- Préparation de l'inoculum

A partir d’une culture pure de 18h, racler a 1’aide d’une anse de platine quelques
colonies bien isolées et parfaitement identiques.

Bien décharger I’anse dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9%.

Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit €tre a 0,5 Mc Farland.
L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, ou bien de
I’eau physiologique s’il est trop fort.

L’ensemencement doit se faire dans les 15 min qui suivent la préparation de I’inoculum.

- Préparation des disques

Des disques de 9 mm de diamétre, stériles, sont chargés de 1'extrait naturel a tester.

Des disques imbibés de DMSO ont été appliqués sur chaque boite de pétri, ces disques
ont servi de contrdle négatif contre toutes les souches microbiennes utilisées dans
1’étude.

Les différents disques sont séchés a froid a 1’aide d’un séche cheveu afin d’éliminer
le solvant, mis sous une lampe UV pendant 45 minute afin de les stérilisés puis posés

sur la surface de la gélose.
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-> Préparation des milieux de culture
- La gélose de Muller Hinton stérile préte a 1’usage pour I’activité antibactérienne et
Sabouraud pour I’activité antifongique (La préparation de la gélose est exprimée dans
I’annexe 3(b)), sont coulés dans des boites de Pétri stériles de 90 mm de diamétre.
- L’épaisseur du milieu de culture est de 4 mm répartie uniformément dans les boites. Ces

derniéres doivent étre séchées 30 min 4 une température ambiante du laboratoire avant

leur emploi.

- Ensemencement
- Des boites de Pétri stériles préalablement coulées, sont ensemencées par étalement a
I’aide d’un étaloir, I’ensemencement s’effectue de telle sorte a assurer une distribution
homogéne des bactéries. A 1’aide d’une pince stérile, les disques de papier filtre
contenant les produits a tester sont déposés a la surface de la gélose inoculée au

préalable.

- Lecture
- Les activités antibactérienne et antifongique sont déterminées par la mesure avec
précision des diamétres de zones d’inhibition a ’aide d’un pied a coulisse métallique, a
I’extérieur de la boite fermée, produite autour des disques aprés 24 h d’incubation a 37
°C pour les bactéries, et apres 48 h d’incubation & 30 °C pour les levures et 5 jour pour

les champignons.

Remarque
Les extraits ont ét¢ dilués dans le DMSO (diméthyle sulfo-oxyde) dans les proportions

suivantes :
- Extrait obtenu avec du dichlorométhane : 100 mg/ml.
- Extrait obtenu avec du méthanol/dichlorométhane : 100 mg/ml.

- Extrait obtenu avec de I’eugénol : 23 mg/ml.
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Chapitre 2 : Résultats et discussions

I1.2.1 Analyse préliminaire par chromatographie sur couche mince (CCM)

Nous avons observé I’apparition des taches jaunes pour les extraits de Zownaria
tournefortii au méme niveau que celui de phloroglucinol (Figure12), caractérisés par le méme

facteur de rétention (Re= 0,2).

Figure 12 : Chromatographie sur couche mince des extraits de Zonaria tournefortii obtenus

respectivement par extraction classique et par un procédé « vert »

IL. 2.2 Préparation des extraits bruts

I1.2.2.1 Caractéristiques organoleptiques et rendements d’extraction

Les extraits obtenus ont été soumis a I’évaluation de leurs caractéristiques
organoleptiques a savoir, I’aspect, la couleur et I’odeur, les rendements obtenus ainsi que les

caractéristiques organoleptiques sont regroupés dans le tableau 3.

{ R(%) = —oxtralt ;’:’f“ x 100 }
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R (%) : Rendement en extrait (%)
M Extrait : Masse de 1’extrait en grammes

M mv : Masse de la matié¢re végétale en grammes

Tableau 3 : Caractéristiques organoleptiques et rendements d’extraction des extraits obtenus

a partir du procédé d’extraction vert et du procédé d’extraction classique.

Extraits Rendement (%) ' Aspéct Couleur Odeur
Extrait préparé avec 0.47 Visqueux Verdatre Caractéristique
CHxCl,
Extrait préparé avec 0.49 Visqueux Verdatre Caractéristique
I’eugénol |
Extrait préparé avec 2.16 Visqueux Verdatre Caractéristique
CH2Cl2/MeOH

-> Influence de la nature du solvant sur le rendement global d’extraction

Le choix du solvant d’extraction peut se faire sur la base de ses capacités de pénétration
dans la matiére végétale, de son pouvoir de solubilisation et de ses propriétés de transfert de
maticre, mais également sur la base de sa toxicité et le respect des exigences légales strictes
sur les émissions de produits dangereux. En effet, dans notre étude nous avons choisi de
travailler avec deux solvants organiques a savoir le CH2Cl; et le mélange CH>Clo/MeOH et un
solvant vert en I’occurrence 1’eugénol.

Les résultats indiqués dans le tableau ci-dessus montrent que le rendement d’extraction
avec le mélange CH2Clo/MeOH est le plus élevé par rapport a celui de dichlorométhane et de
I’eugénol. En effet, le dichlorométhane est un solvant moyennement polaire avec un
comportement assez similaire a celui de 1’eugénol, ce qui explique leurs valeurs proches de
rendement. Cependant, le mélange de solvants CH2Cl,/MeOH couvre tout I’intervalle de
polarité contrairement au dichlorométhane et I’eugénol. Par conséquent, le résultat de son
rendement d’extraction est probablement dii au fait que le mélange CH2Cl,/MeOH a sa
capacité de dissoudre les différentes classes de composés (polaires et apolaires) de 1’extrait.

Bien que le mélange CH2Clo/MeOH donne un rendement plus important en extrait, I’eugénol
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est considéré comme un bon solvant d’extraction car il est moins toxique et plus respectueux

de I’environnement.

IL. 2.3 Analyse par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF)
IL. 2.3.1 Spectre infrarouge a transformée de Fourier de I’eugénol

La figure 13 montre le spectre IRTF de I’eugénol préparé directement dans le
dichlorométhane. Le spectre de 1’eugénol montre des bandes a 3539 cm™ et 3684 cm™
représentant 1’élongation de la liaison OH d’un alcool. La région entre 2941 cm™ et 2861 cm™
est caractéristique de 1’élongation des groupes CHz et CHs. Il présente également une bande
intense & 1514 cm™ caractéristique de 1’élongation du groupement C=C aromatique et une
bande moyenne a 1637 cm™ correspond & 1’élongation du groupement C=C d’un alcéne. Des
bandes & 1183 cm™ et 1368 cm™ correspondent & 1’élongation de la liaison OH d’un alcool.
Les deux bandes a 1148 cm™ et 1122 cm™ correspondent a I’élongation de la liaison C-O et a

la déformation de la liaison O-H d’un phénol.
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Figure 13: Spectre IRTF de 1’eugénol préparé directement dans CH>Cl, (18.8 mg.ml™?)

II.2.3.2 Optimisation du nombre de lavages au cours de ’extraction liquide-liquide
I1.2.3.2.1 Comparaison des spectres infrarouge a transformée de Fourier des résidus

obtenus aprés cing, dix et quinze lavages

Afin d’optimiser le nombre de lavages au cours de 1’extraction liquide-liquide, nous

avons procédé a la comparaison du spectre infrarouge a transformée de Fourier de 1’eugénol
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pure avec ceux des résidus obtenus aprés 5, 10 et 15 lavages pour suivre 1’évolution de
I’élimination de I’eugénol en fonction du nombre de lavage.

Nous avons sélectionné & partir de la figure 14 une bande spécifique de I’eugénol 4 1122 cm’!
au dessous de la zone des empreintes digitales (1500 c¢cm™), nous avons constaté une

diminution de I’intensité de la bande spécifique a partir du 15°™ lavage.

Absorbance

.

4000 2500 2000 2S00 2000 1500 1000

Longueur d’ondes (cm™)

Figure 14 : Spectres IRTF du 1’eugénol préparé dans le CH2Cl, (18.8mg.ml ™) (Spectre
noir) et des résidus préparés directement dans le CH2Cl> (18.8mg.ml™) obtenus aprés 5

lavages (spectre rouge) ,10 lavages (spectre bleu) et 15 lavages (spectre rose).

II.2.3.2.2 Détermination de ’absence de I’eugénol dans I’extrait brut obtenu aprés 25
lavages

La figure 15 illustre les spectres infrarouge a transformée de Fourier de 1’eugénol et de
I’extrait brut obtenu aprés 25 lavages préparés directement dans le dichlorométhane a une
concentration de 3 mg/ml. La comparaison des deux spectres nous a permis de constater
I’absence de la bande spécifique de 1’eugénol a 1122 cm™ dans le spectre du résidu obtenu
aprés 25 lavages, ce qui démontre clairement 1’efficacité des extractions liquide-liquide dans

I’élimination du solvant vert et la récupération de I’extrait.
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Figure 15 : Spectres IRTF du 1’eugénol préparé dans le CH>Cl> (3mg.ml ™) (Spectre noir) et
de I’extrait brut obtenu a partir du procédé d’extraction vert apres 25 lavages préparé dans

le CH2Clz (3mg.ml™) (Spectre vert)

IL. 2.3.3 Spectre infrarouge a transformée de Fourier du ’eugénol récupéré

En comparant les deux spectres de I’eugénol utilisé dans le procédé d’extraction vert et
de I’eugénol récupéré aprés extraction liquide-liquide en utilisant un appareil Clevenger, nous
avons constaté que les deux spectres sont superposables (figure 16), ce qui démontre que le

procédé d’extraction vert permet un bon recyclage du solvant.
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Figure 16 : Spectres IRTF du I’eugénol préparé dans le CH,Cl, (18.8mg.ml™)
(Spectre noir) et du I’eugénol récupéré apres extraction liquide-liquide

préparé dans le CH>Cl» (18,8 mg.ml™) (Spectre rose).

II. 2.4 Estimation du contenu en composés phénoliques totaux (TPC, Total Phenolic
Content)

La courbe d’étalonnage (figurel7) établie a 1’aide de différentes concentrations de
phloroglucinol traité¢ de la méme maniére que les échantillons réels, nous a permis d’obtenir
les concentrations d’extraits équivalentes au phloroglucinol obtenues par extrapolation des
valeurs d’absorbance des extraits dans la droite de calibration, et d’estimer la valeur de la

teneur en composés phénoliques de chacun des trois extraits testés.

0,8 - (
0,7 - y =6,5125x + 0,0828
06 - R% = 0,9996
0,5 -
04 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -
0 - . , K : : ;
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
Concentration mg/ml

absorbances

Figure 17 : Droite d’étalonnage des solutions standards de phloroglucinol de concentration
allant de 0,008 2 0,099 mg.ml™! obtenue par le test de Folin-Ciocalteu
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Tableau 4 : Caractéristiques analytiques de la droite de calibration

Equation de la droite R? L.D (ug.ml) L.Q (mg.ml™) D.S.R (%)
d’étalonnage
y=6,512x + 0,082 0.999 1,57x1073 5,2x107? 0.54

Les résultats de 1’analyse colorimétrique des composés phénoliques totaux déterminés

selon la relation ci-dessous [90], sont regroupés dans le tableau 5, et illustrés par la figure 18.

T : Taux des composés phénoliques (mg EPG / g d’extrait sec d’algue)
C : Concentration d’extrait équivalente au phloroglucinol
V : Volume d’extrait (ml)
M : Poids sec d’extrait d’algue (g).
Tableau 5 : Teneur en composés phénoliques totaux (TPC) des extraits obtenus a

partir du procédé d’extraction classique et du procédé d’extraction vert exprimé en

mg.EPG/g d’extrait sec
Extraits Absorbances Concentration Taux des composés
d’extrait en EPG phénoliques en
mg.EPG/g
Extrait préparé avec 0.652 0.088 22
I’eugénol
Extrait préparé avec le 0.177 0.014 3.5

CH.Cl,

Extrait préparé avec 0.275 0.029 795
CH2Cl/MeOH '
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Figure 18: Teneurs en composés phénoliques totaux (TPC) dans les trois extraits

L’histogramme de la figure 18 montre que la teneur en composés phénoliques totaux
dans les extraits classiques préparés avec le CH2Cl et le mélange de solvant CH2Clo/MeOH
est nettement inferieure a celle de ’extrait vert préparé avec I’eugénol avec des valeurs
respectives de 3.5, 7.25 et 22mg EPG/g d’extrait sec. Ce résultat est expliqué par la présence

résiduelle de I’eugénol dans I’extrait brut.

N.B:

Dans la méthode de Folin Ciocalteu beaucoup de composés réducteurs peuvent interférer,
donnant un taux phénolique apparent €élevé. Tels que les thiols, les protéines, les vitamines,
les acides aminés, les sucres et les acides insaturés, par conséquent le test de Folin Ciocalteu
est un test qui donne une idée globale du potentiel antioxydant des extraits et non seulement

de la teneur des composés phénoliques totaux.

II. 2.5Analyse par chromatographie liquide a2 haute performance (CLHP)

Les extraits analysés ont été préparés par extraction par solvant a [’aide du
dichlorométhane, du mélange dichlorométhane /méthanol et de 1’eugénol. Nous avons
enregistré des chromatogrammes a trois longueurs d’onde : 210, 230 et 255 nm.

Les profils chromatographiques obtenus sont donnés par les figures, 19, 20,21.
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Figure 20 : Profil chromatographique de 1’extrait obtenu avec le dichlorométhane a trois
longueurs d’onde
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Figure 21 : Profil chromatographique de 1’extrait obtenu avec le mélange
dichlorométhane/méthanol (1/1) a trois longueurs d’onde
Solvant Temps de rétention
210:12.4,13.1,14.1,19.3, 26.1, 29.5, 41.4
Dichlorométhane 230 : 12.4, 13.1, 14.1, 19.3, 26.1, 29.5, 41.4
255:12.2, 19.3, 29.5,41.4
210:12.2 (t.f), 14.1, 19.2(f), 22.95, 26.7, 27.6, 28.3, 31,5
Eugnéol 230:12,2 (t.f), 14.1, 19.2, 22.9, 26.7, 27.6, 28.3, 31.5
255:12.2,14.1,19.2,22.9 (f), 26.7, 27.6, 28.3, 31.5
210:29.1,31.2,31.8,32.4,33.8
230:13.2 (t.f), 19.3 (f), 29.1 (f.), 31.2, 31.8, 32.5, 33.8, 35.3
CH2CL/MeOH 555 159(E), 13.2.(£), 193, 25.6, 29.1 (£). 31.2. 31.9, 32.5. 33.8, 34.4,

353

Signal : t.f. : trés faible, f. : faible

L’examen des chromatogrammes obtenus & trois longueurs d’onde (210, 230 et 255) pour

les trois solvants (eugénol, dichlorométhane et CH2Clo/MeOH) montre que les extraits

obtenus avec 1’eugénol et le dichlorométhane contiennent relativement les mémes composés,

donc chimiquement comparable. Ce résultat est tout a fait cohérent au regard de la nature

chimique des deux solvants qui possedent une polarité similaire. Nous constatons sur le
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chromatogramme de I’extrait obtenu a 1’eugénol 1’élution de trois composés bien séparés a
26,7, 27,6, 28,35 min, il s’agit & notre sens des mémes produits élués sous forme d’un
mélange (pic large) & 29,5 min dans le cas du dichlorométhane. Le chromatogramme obtenu &
’aide du mélange de solvant dichlorométhane/méthanol (1/1) parait légérement différent.
Nous estimons que la nature du profil chromatographique est liée probablement & la
concentration de I’extrait injecté et/ou a la composition complexe de 1’extrait dii notamment
au large intervalle de polarité du mélange de solvant CH,Cl,/MeOH.

Le profil chromatographique de 1’extrait obtenu avec 1’eugénol (solvant vert) montre que
ce dernier pourrait étre utilisé en tant que substituant des solvants issus du pétrole, la nature
chimique de I’extrait obtenu est similaire & celle obtenu avec du dichlorométhane, de plus

Iextrait final obtenu avec le solvant vert ne contient pas de trace de solvants toxiques.

IL. 2.6 Evaluation de ’activité antioxydante des extraits de Zonaria tournefortii

La surproduction des radicaux libres dans 1’organisme et le déficit du systéme de défense
endogéne peuvent engendrer de diverses pathologies, cancer, et des maladies neuro-
dégénératives. Actuellement, la recherche vise a renforcer ces défenses endogénes par des
substances naturelles issues des algues, qui sont douées des propriétés antiradicalaires.
L’intérét croissant des effets bénéfiques des antioxydants sur la santé a mené au
développement d’un grand nombre de tests pour déterminer les capacités antioxydants des

extraits naturels. Les tests DPPH' et FRAP sont parmi les plus utilisés dans la littérature.

IL. 2.6.1 Test antiradicalaire sur plaque CCM

Les chromatogrammes des extraits de Zonaria tournefortii (extraits classiques et vert),
révélés par une solution de DPPH' & une concentration de 2 mg.ml! dans le méthanol,
présentent une activité¢ antiradicalaire comme la montre, a titre indicatif, la Figure22. Les
composé€s a propriété antiradicalaire sont localisés par 1’apparition des zones jaunes sur fond

violet.
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Figure 22 : Photographie des résultats d’un test DPPH: sur plaque CCM permettant d’estimer

Iactivité antiradicalaire des extraits de Zonaria tournefortii

IL.2.6.2 Test antiradicalaire mesuré au spectrophotométre

L’activité antiradicalaire & été évaluée en utilisant le DPPH, qui fut I’un des premiers
radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-activité antioxydant. En effet, les
absorbances A controle €t A ¢ohantilion Obtenues permettent de calculer pour chaque solution
préparée le pourcentage d’inhibition (% inh) correspondant selon la formule suivante [91] :

Abs contréle — Abs échantillon

% Inh = X1
% Inh Abs contréle 00

Avec :

% Inh : Pourcentage d’inhibition.
Abs échantillon : Absorbance a4 517 nm de 1’échantillon.
Abs contrdle : Absorbance a 517 nm de la solution méthanol + DPPH:'.

Le radical libre DPPH' & permis l’estimation de D’activité antioxydante des extraits
préparés grace a sa sensibilité a détecter les composants actifs & des basses concentrations.
L’activité antiradicalaire a été estimée spectrophotométriquement en suivant la réduction du
DPPH' & 517nm. Les figures 23 et 24 illustrent I’efficacité des extraits obtenues par le procédé
d’extraction classique et le procédé d’extraction vert & piéger le radical DPPH:, traduite par le

taux d’inhibition (I%) en fonction des différentes concentrations.
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Figure 23 : Variation du taux de piégeage du DPPHe par I’extrait vert de
Zonaria tournefortii en fonction des différentes concentrations
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Figure 24 : Variation du taux de piégeage du DPPHe par les deux extraits classique

de Zonaria tournefortii en fonction des différentes concentrations

Comme il n’existe pas de mesure absolue de la capacité antioxydante d’un composé, les
résultats sont souvent portés par rapport & un antioxydant de référence, comme 1’acide

ascorbique (vitamine C) et le BHT. Les résultats obtenus sont illustrés par la figure 25.
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Figure 25 : Variation du taux de piégeage du DPPHe par la vitamine C et BHT en fonction
des différentes concentrations

Le pourcentage d’inhibition augmente graduellement ou progressivement jusqu’a arriver & un
plateau qui correspond a I’enrayement presque total du DPPHe présent dans le milieu. A partir
des courbes des taux d’inhibition, nous avons pu déduire graphiquement les valeurs de CEsp
des extraits de Zonaria tournefortii et des antioxydants standards, la Vitamine C et le BHT,
les résultats sont représentés dans le tableau 06.

Tableau 06: CE50 des extraits de Zonaria tournefortii et des antioxydants standards

Echantillons testés CES50 (mg/mL)
Vitamine C 0.0049

BHT 0.0085

Extrait vert 0.0094

Extrait MeOH/CH2CL, 0.229

Extrait CH2CL» 0.470
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La valeur de CEso est inversement proportionnelle a la capacité antioxydante (taux
d’inhibition 1%) d’un composé, car elle refléte la quantité d’antioxydant requise pour
neutraliser 50% de la concentration initiale du radical libre dans le milieu. Notons que plus la
valeur de CES0 est faible, plus I’activité antiradicalaire d'un composé est appréciable [92].

Un autre parametre exprime la puissance antiradicalaire a été calculée a partir du premier

est not¢ : "ARP" (pouvoir antiradicalaire, égale a 1/CE50) [93].

0 o e i : ,
Vitamine C BHT Extrait vert Ext Extrait CH2CL2
MeOH/CH2CL2

Figure 26 : Comparaison des valeurs ARP des extraits de Zonaria tournefortii et

des antioxydants standards

Le potentiel antiradicalaire global des extraits d’algue brune Zonaria tournefortii est inférieur
a celui des antioxydants standards la vitamine C et le BHT, dont les valeurs CEso sont
respectivement de 0,0049 mg/ml et 0.0085 mg/ml. Ceci est expliqué du fait que les extraits
naturels sont composés d’un mélange complexe de produits actifs et inactifs, en comparaison
avec les standards antioxydants qui sont des produits purs.

Cependant, parmi les trois extraits testés, I’extrait vert arrive en téte des résultats avec une
CEso égale a 0.0094 mg/ml, suivi de I’extrait classique préparé avec le mélange MeOH/CH,Cl»
avec une valeur de 0.229 mg/ml et finalement 1’extrait préparé avec le CH>Cl, qui semble étre
le moins performant avec une CEso de 0.470 mg/ml. La trés forte activité inattendue de
Iextrait vert préparé avec ’eugénol par rapport a celle des extraits classiques est fort
probablement due a la présence résiduelle du solvant vert dans ’extrait, notant que 1’eugénol

est un composé phénolique pur possédant une tres forte activité antioxydante [94].
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I1. 2.6.3 Pouvoir réducteur (FRAP : Ferric Reducing Antioxydant Power)

Le pouvoir réducteur d’un composé peut servir a indiquer significativement son
potentielle d’activité antioxydante. Dans la méthode FRAP, la présence des réducteurs dans la
solution cause la réduction du fer ferrique (Fe**) en fer ferreux (Fe**).

Les résultats obtenus illustrés par la figure 27, montrent que la capacité de réduction du
fer est extrémement variable d’un extrait a autre. En effet, I’extrait vert présente une valeur
FRAP plus élevée par rapport aux deux extraits classiques avec une valeur de 7,2 mg/ml.

Les extraits classiques préparés avec le mélange MeOH/CH2CLI> et CH2Cl> donnent
respectivement des valeurs FRAP de 2,5 et 0.80 mg/ml. Les résultats obtenus avec la

méthode FRAP sont en accord de ceux obtenus avec le test DPPHe.

o 8 1
= 77
= 5 -
= 2
- 1 - i
O == ‘ e sy
Extrait Extrait CH2CL2 Extrait Vert
MeOH/CH2CL2

Figure 27 : Histogrammes, exprimés en valeur FRAP, illustrant I’activité antioxydante des
extraits de Zonaria tournefortii obtenus a partir du procédé d’extraction classique

et du procédé d’extraction vert

IL. 2.7 Etude du pouvoir antimicrobien des extrais de Zonaria tournefortii

IL. 2.7.1 Activité antibactérienne

Nous avons étudié le pouvoir antibactérien des extraits de Zonaria tournefortii par la
méthode de diffusion sur un milieu gélosé (Aromatogramme). L’activité antibactérienne de
nos extraits est estimée en termes de diamétre de la zone d’inhibition autour des disques
contenant les extraits a tester. L estimation de I’activité antimicrobienne des extraits est basée
sur une échelle de mesure mise en place par Ponce et al [95], ils ont classé le pouvoir
antimicrobien, en fonction des diamétres des zones d’inhibitions de la croissance
microbienne, en 04 classes :

¢ Fortement inhibitrice lorsque le diamétre de la zone d’inhibition est supérieure a 20 mm.
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¢ Non inhibitrice lorsque le diamétre de la zone d’inhibition varie entre 0 et 8 mm.

Selon les résultats représentés dans le tableau 07, ’extrait préparés par le procédé
d’extraction classique montrent une activité antibactérienne vis-a-vis des bactéries & Gram
positif, a savoir : Bacillus ceureus et Staphyloccocus aureus, tandis que les bactéries a Grams
négatif Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa n’ont présenté aucune activité.

Cependant, les résultats de 1’évaluation qualitative de I’activité antibactérienne de
I’extrait vert ont montré un pouvoir antibactérien légérement inhibiteur sur la bactérie
Staphyloccocus aureus tandis que les autres bactéries n’ont présenté aucune activité.

Les résultats qualitatifs du pouvoir antibactérien des différents extraits sur les souches

bactériennes étudiées sont représentés en photos par la figure 28.

Figure 28 : Aromatogrammes des bactéries testées avec 1’extrait classique et I’extrait vert de

Zonaria tournefortii
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Tableau 07 : Activité antimicrobienne des extraits de Zonaria tournefortii sur

les souches de références

Extrait Souches Gram Diameétre
d’inhibition (mm)
Escherichia coli - Résistante
Extrait préparé avec le Bacillus ceureus + 16
mélange
MeOH/CH,CL> Staphyloccocus e 13
aureus
= Pseudomonas
o g L .
B aeruginosa - Résistante
<
O
'§ Résistante
5 Escherichia coli -
Bacillus ceureus + 14
Extrait préparé avec le Staphyloccocus + 12
CH,CL, aureus
Pseudomonas
aeruginosa - Résistante
Escherichia coli
- Résistante
Bacillus ceureus + Résistante
=) . . v
§ Extrait préparé avec
&= I’eugénol
& Staphyloccocus + 11
M aureus
Pseudomonas
aeruginosa - Résistante

51




Les diamétres des zones d'inhibition ont été traduits dans 1’histogramme suivent :
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Figure 29 : Histogrammes illustrant les zones d’inhibition exprimées en millimeétre

I1.2.7.2 Activité antifongique

Les extraits de Zonaria tournefortii ont été testé sur une levure Candida albicans et un

champignon Aspergillus Braziliensens afin d’évaluer son pouvoir antifongique, les résultats

illustrés par la figure 30 montrent que les extraits testés n’ont pas d’activité antifongique,

excepté, I'extrait vert qui possedent un pouvoir antibactérienne modéré sur la souche

Aspergillus Braziliensens.

Figure 30 : Aromatogrammes des fongiques testées avec 1’extrait classique et I’extrait vert de

Zonaria tournefortii
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Conclusion générale

L’objectif de notre mémoire est le développent d’une nouvelle méthodologie d’extraction
« verte » basée sur I’utilisation d’un « agro-solvant » en ’occurrence 1’eugénol.

La premicre partie de notre travail a été consacrée a une synthése bibliographique portant
d’une part, sur le concept de chimie verte et de I’Eco-extraction des produits naturels, et les
différents travaux de recherche portant sur les procédés d’extraction verts et les solvants
alternatifs, et d’autre part sur, 1’étude de 1’espéce Zonaria tournefortii.

La seconde partie de ce travail consiste a une étude expérimentale qui met en évidence le
développement d’un procédé d’extraction basé sur I’utilisation d’un agro-solvant, dans notre
cas I’eugénol. Dans un but comparatif, deux autres extraits ont été préparés par macération
dans des solvants classiques a savoir le CH2Cl et le mélange (CH2Cl./MeOH (v/v : 1/1)). En
effet, des rendements d’extraction de 0,49%, 0,47% et 2.16% ont été obtenus respectivement
a partir des extraits préparés par 1’eugénol, le CH2Cl; et le mélange CH2Clo/MeOH.

Les deux extraits obtenus par les deux procédés d’extraction ont ét€ soumis a des
analyses chimiques et biologiques. Les analyses chimiques ont porté sur le dosage des
produits phénoliques totaux par le test de Folin-Ciocalteu et sur la comparaison des profils
chromatographiques CLHP des deux extraits obtenus. Les analyses biologiques ont consisté a
la réalisation des tests d’activité antibactérienne et antifongique, et a 1’évaluation de 1’activité
antioxydante, en procédant a la mesure du pouvoir anti-radicalaire par le test DPPH, et a la
détermination du pouvoir antioxydant réducteur du fer ferrique FRAP.

Les résultats du dosage des produits phénoliques par le test de Folin-Cicalteu ont met en
évidence que la teneur en composés phénoliques d’extrait vert est significativement
supérieure a celle des extraits classiques préparés avec le CHCly et le mélange
CH2Cl/MeOH avec des valeurs respectives de 22, 3.5 et 7.25 mg.EPG/g d’extrait sec. Par
ailleurs, I’analyse par CLHP/DAD-UV, a montré que les profils chromatographiques des
extrais de Zonaria tournefortii sont relativement semblables.

Les résultats de I’activité antioxydante indiquent une variation de CE50 entre
0.0094mg/ml, 0.470 et 0.229 mg.ml™’ correspond respectivement aux extraits préparés par
I’eugénol le CH2Cl et le mélange CH2Clo/MeOH. En outre, ’activité antimicrobienne des
extraits de Zonaria tournefortii a été évaluée par la méthode de diffusion sur gélose. Les
résultats obtenus ont montré que les extraits de Zonaria tournefortii possédent une activité

antibactérienne vis-a-vis des bactéries a Gram positif, tandis que les bactéries a Grams négatif
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Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa n’ont présenté aucune activité. De méme les
extraits testés n’ont présenté aucune activité antifongique a I’exception de ’extrait vert qui
possede un pouvoir antibactérien modéré sur le champignon Aspergillus Braziliensens.

Les résultats obtenus dans le cadre de ce travail sont trés encourageant pour la suite de
notre étude. Nous comptons généraliser le travail en procédant a 1’utilisation d’autres « agro-
solvants » et la comparaison chimique et biologique des extraits obtenus avec ceux préparés

avec des solvants classiques.
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ANNEXES



ANNEXE 1

Annexe 1 (a) : Méthodologie de séparation du solvant vert « extraction liquide-liquide »
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ANNEXE 2

Annexe 2 (a) : Montage IRTF utilisé pour I’introduction des solutions dans la cellule

Déchet

IRTF

Ceallule
myicro-flow

paristatigus

Solvamnt

Annexe 2 (b) : Appareillage de la chromatographie liquide haute performance




ANNEXE 3

Annexe 3 (a): Aromatogrammes des microorganismes testés avec les témoins négatifs

MeOH et DMSO

Annexe 3 (b) : Composition des milieux de culture

Gélose Muller Hinton Sabouraud
Infusion de viande de beeuf déshydraté........ 300g  Peptone de caséine ..........ccccevuveeciuivucnnenns 5g
Hydrolysate de Caséiie s 15508  Peplong de VIENdeE cuummvosemmmsmmnes .5g
Amidon de mais ........... R—— A S— o R €15 T———— R RS R K 40g
T T5 (DU e e e LI . T | R —— P A 15g
Eau distillée ......cccveereveeverrevrerenvenveserescesesencnnen IL - EaU diSHIIEE ..eveveeiireciciciicicciiniciecnnn 1L
pH=74 pH=15,6

70






