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INTRODUCTION

Une quinzaine d'algues environ sur les 2 000 connues
sont utilisées 3 ce jour en applications cutanées, que ce soit en
Cosmétologie ou en Thalassothérapie. Le plus généralement, sous
forme d'extraits d'algues, type alginates ou carraghénanes, ou de
bouillies d'algues mélangées employées en application locale, en
massage ou sous forme de crémes ou de masques.

Avec ainsi trois types d'application :

- algue excipient permettant la réalisation de gels aqueux,
- algue en thalassothérapie,

- algue en cosmé&tologie.

Le laboratoire de Cosmétologie et de Pharmacie Indus-
trielle de 1'Université de Nantes s'est donné pour tiche depuis sa
création en 1972, de valoriser 1'utilisation thérapeutique ou cos-—
métique des algues spécifiques, donc d'étudier algue par algue
les applications possibles dans le domaine cutané ou muqueux.

— Prise d'un brevet en 1975 sur la carraghénine issue
de Chondrus crispus en thérapeutique bucco-dentaire :|brevet frangais
brevet am@ricain.

— Etude de Delesseria sanguinea,en collaboration avec
L 'IFREMER de Brest, la Faculté de Rennes et les laboratoires GOEMAR :
travail de D.E.A. de Mme Ch. BAUDRY : Delesseria sanguinea, travaux
de recherche, réalisation et conception d'ume créme contre les jambes
lourdes.

— Analyse du phytoplancton de 1'Ile de RE : travail de
recherche de Diplome de Cosmétologie.

~ Mise au point d'une batterie de tests permettant de
juger de 1'efficacité d'une créme cosmétique sur 1l'évolution de
1'état de surface cutanée, de fagon 3 réaliser un véritable screeniung
cosmétique de tout produit nouveau 3 utiliser comme principe actif,
d'origine végétale ou algale, ceci figurant dans la 1uahiéme partie
de notre dossier.

Dans le cadre de ces recherches, 1'IFREMER nous a confié
une €tude gnr Sargassum muticum comprenant l'analyse des vitanmines
sur un cycle complet de végétation, et une recherche des potentialités
cosmétiques de cette algue.




SITUATION BOTANIQUE DES SARGASSES

Embranchement CHLOROPHYCOPHYTES PHEOPHYCOPHYTES RHODOPHYCOPHYTES

Classe Chlorophycées Phéophycées Rhodophycées
Sous-classe l Cydosporées

Ordre ‘ Fucales

Famille Sargassées

Fucacées




I - DENOMINATION - NOMENCLATURE :

L'espéce se nomme actuellement SARGASSUM MUTICUM
(Yendo) FENSHOLT, car décrite par Yendo en 1907 pour le genre,
et par Fensholt en 1947, qui en a défini 1l'espéce.

Elle appartient 3 la famille des Sargassées, de
1'ordre des Fucales, de la sous-classe Cyclosporées, de la
classe des Phéophycées.

IT - HISTORIQUE :

Nous rappellerouns briévement l'historique de son
expansion, compte tenu du nombre d'ouvrages détaillés qui s'y
référent déja.

Cette algue, d'origine japonaise, a envahi les cdtes
américaines vers 1940 et les cOtes européennes dés 1973. Tous les
algologues s'accordent actuellement pour penser que l'origine de
ce développement est di & l'importation ostréicole de naissain
japonais ; pour remplacer les hultres dites portugaises atteintes
d'une maladie, les parcs ont &té repeuplés artificiellement par
des huiltres japonaises, Croissistera Giga, sur lesquelles Sar-
gassum muticum était implantée au niveau des coquilles.

En Europe, Sargassum a d'abord envahi le sud de
L'Angleterre (1'Tle de Wight) puis a traversé la Manche. Elle
est arrivée en France vers 1975 et a progressé le long de nos
cotes, tant par l'est que le nord, envahissant la Normandie,
puis les Pays—-Bas ou vers l'ouest sur la baie de Morlaix dé&s
1981.

On 1'a repérée dés 1983 dans la baie d'Etel (Morbihan),
puls dans le golfegedu Morbihan en 1983. On la trouvait dans la baie
de Bourgneuf, au sud de la Loire, en 1984, puis en 1985 sur les
cOtes basques en points isolés. Parallélement, on retrouve des
Sargasses en Méditerranée de part et d'autre de 1l'étang de Thau,
point de départ de ‘1'installation méditerranéenne.

Il est 4 noter que cet envahissement n'est pas linéaire,
en ce sens qu'il n'envahit pas l'ensemble des cOtes mais parallé&lement,
on trouve ¢3 et 13 des surfaces couvertes par Sargassum muticum, sur-
faces localement trés délimitées,puis se rejoignant.

I1 semblerait en outre que 1l'expansion commence par
d'énormes masses flottantes non fix&es allant au gré des couraunts,
avant de se fixer définitivement dans un lieu qu'elles envahissent
alors parfaitement.



IIT - CYCLE ECOPHYSIOLOGIQUE :

L'algue présente une forme réduite en hiver avec
un pied court et peu de ramures.

Puis les rameaux s'allongent au printemps pour
donner un large thalle flottant présentant une certaine ressem—
blance avec les végétaux supérieurs : elle posséde en effet des
organes foliacés avec parfois des pseudonervures.

En été, la plante atteint sa grandeur optimale,
le thalle pouvant mesurer jusqu'ad douze métres. L'algue porte
alors sur ses pieds fertiles des aérocystes pédicellés et des
réceptables reproducteurs : aprés fusion des gamétes, les em—
bryons sont libérés et flottent sur l'eau od ils dé&rivent au
gré des courants et marées. On voit ainsi arriver au flot et
repartir au jusant d'immenses plaques brunes-pourpres consti-
tuées de filaments et de milliers de petites boules flottantes.
C'est ainsi que Y. et H. DE ROECK ont pu décrire 3 Bréhat, sur
la laise de haute mer,un rubanm de 30 cm de large et de plusieurs
centaines de métres de long de ces éléments isolés aprés forte
marée, constituant autant de futures algues.

Aprés la libération des organes fertiles, la
plante dégénére ,en perdant la plus grande partie de son thalle
qui se décompose. Sargassum muticum prend alors sa forme hiver-
nale : courte et buissonnante, jusqu'au printemps suivant.

Sa localisation de fixation principale est
au niveau moyen des basses mers de vives eaux,car l'algue
craint les longues périodes de déshydratatiom, countrairement
a d'autres fucales.

Enfin, on a constaté que le développement du
thalle était en relation avec plusieurs facteurs naturels :
- la salinité : pouvant aller de 24 7, & 35%, avec un optimal
a 30-35%,.

- la longueur des jours, maximale en juin.
- la température, 7°~30°C avec une préférence pour les eaux
entre 25 et 30°.

La libération des organes fertiles étant, pour
sa part, vraisemblablement en relation avec les cyles lunaires.

Cette bréve étude écophysiologique montre de
la part de Sargassum muticum une remarquable adaptation aux
conditions extérieures.




IV - LA SARGASSE : UN PROBLEME ECOLOGIQUE :

Outre cette remarquable faculté d'adaptation,
Sargassum muticum a pour elle, les qualités qui font de
cette algue, l'"envahisseur type'".

- Les embryons possédent déji des rhizoides
et se fixent rapidement dés leur libération du thalle.

~ Une jeune sargasse est fertile en trois molis
et peut méme libérer des organes reproducteurs (fécondation
extérieure i la plante).

— Elle se fixe sur les coques mobiles,d'ol une
possibilité de dessémination au long cours.

- Et surtout, des rameaux de sargasses détachés
flottent emportés par les courants, vivant et se reproduisant
pendant plus de trois mois apr&s leur rupture avec la plante
mére. :

Tout ceci explique l'invasion rapide de la plante
depuis son arrivée sur les cOtes occidentales : elle a su adapter
ses conditions de vie japonaise 3 nos eaux, et se reproduire
beaucoup plus efficacement que les algues indigénes.

L'invasion de Sargassum muticum est génante par
trois aspects :

- elle limite les chances de survie des autres algues et des
€léments préexistants du milieu (aspect écologique ) ;

- elle géne le développement et le ramassage des hultres dans
les parcs (aspect ostréicole) ;

— elle paralyse la navigation cotiére dans les étiers, abers
et ports qu'elle a envahis (marine marchande).

Pour toutes ces raisons, on a recherché 3 la
détruire. ‘

Or, toutes les tentatives d'é&radication ont échoué

a ce jour.

, Les arrachages manuels ou mécaniques n'ont pas
réussi 3 éliminer 1'algue dans les localisations ol 1l'expérience
a été tentée alors que le moilndre rameau arraché et non ramassé
favorise 1'extension de 1l'algue dans les régions avoisinantes.

Tous les herbicides utilisés ne se sont révélés effi-
caces qu'd des concentrations toxiques pour le milieu. Par ailleurs,
toutes les expériences locales tentées telles que incinérations,
adifications, plongées dans l'eau douce ont finalement échoué .

Devant cet échec des moyens d'éradication et 1'inva-
sion progressive de Sargassum muticum, apparue en France en 1975,
le long de nos cdtes, des démarches de valorisation de 1l'algue
ont été tentées.




V = LA SARGASSE : SON ETUDE CHIMIQUE EN VUE D'UNE EXPLOITATIOW :

Outre des &tudes écologiques faites pour comprendre
et tenter de contrdler ce développement invasif et anarchique,
des études chimiques sont actuellement en cours :

— une étude sur les possibilités d'extraction des alginates a
partir de Sargassum muticum a été effectuée : - Sobalg
- Goémar.

- des réalisations de compostages de l'algue-avec du lizier de
porc et des déchats de bois de forét sont réaliséas:]|Quatre.Vaux
Pleubian

~ des essais de screening pharmacologique sont effectués 3
Montpellier : Professeur Girard,

- dans le cadre de ce contrat IFREMER, le but de notre recherche
est de connaltre les concentrations des principales vitamines
hydro et liposolubles de l'algue au cours de 1l'année : - et ce,
dans un double but :

~ dans un but &écologique :

Pour mieux situer les variations chimiques de la
composition de 1'algue au cours de l'année et chercher une
éventuelle corrélation si elle existe, entre ces variations
et son cycle écophysidlogique.

"= dans un but de valorisation 3 visée cosmétologique
ou_ thalassothérapique : on rappellera ultérieurement le role
des vitamines dans les extraits utilisés dans ce domaine.

VI - LES METHODES DE COLLECTE ET DE CRYOBROYAGE :

Le laboratoire qui s'est chargé de cette recherche
se situe a Nantes, donc dans une région oid l'implantation de Sar-
gassum muticum n'est pas encore bien établie. En effet, les deux
plus proches foyers de 1'algue sont respectivement la baie de
Bourgneuf et le golfe du Morbihan. Et nos collecteurs ont constaté
qu'3d ces endroits, on trouvait le plus souvent l'algue sous forme
d'immenses masses flottantes plutdt que dans des zones de fixation.
Ceci a rendu la collecte régionale difficile. ’

Aussi, 1la plus grande partie de notre approvision-
nement provient-elle de :|Pleubian
Saint—-Malo
Bréhat.
Nous remercions encore nos collecteurs 3 cette
occasion :| Monsieur BRAULT de Pleubian )
Monsieur ARBONA de Saint-Malo
Monsieur et Madame H. DE ROECK pour Bréhat



Le laboratoire s'est attaché 3 cette 1dée de
pluralité d'approvisionnement :

- il permettait de connaltre les variations éventuelles de
concentration de vitamines suivant la localisation (et ces

variations ne sont pas notables) ;

- il permettait de mieux randomiser l'échantillonnage i des
fins statistiques.

Nous avons choisi des origines caractéristiques
chaque mois :
- Pleubian : mai 1985
juin 1985

- Bréhat : juillet 1985

- Morbihan : aoit 1985
septembre 1985

- Saint-Malo : octobre 1985

- Bouin : janvier 1986
- Morbihan : janvier 1986.

Les algues collectées &taient, soit congelées
sur place (Pleubian), soit rapidement transportées & Nantes,
en bolte de polyester étanche pour éviter la déshydration ou
méme en cuve d'eau de mer, et immédiatement broyées sous azote
liquide.

Plusieurs techniques de broyage ont &té expérimentées
dont une seule a é&té retenue.

Trois techniques différentes par broyeurs 3 hélice
ont échoué. En effet, Sargassum muticum présente une remarquable
résistance a la coupe et une élasticité qui.avaient pour consé-
quence de voiy l'algue s'enrouler autour des hélices sans etre
sectionnée et ce, quelque soit la tempé&rature (20°, 0°, -160°
par jet d'azote liquide dans le réceptable de broyage) et le
type de broyeur. )

La technique finalement retenue est celle du broyeur
i maillet : l'algue a &té& écrasée avec un maillet en bois contre
un tamis de maille &quivalente & celles d'une toile métallique et
ce dans une enceinte isotherme en polyester devant un jet inter-—
mittent d'azote liquide (2 secondes toutes les 30 secondes).

Cette technique a permis d'isoler deux résidus :
- une fine poudre d'algue constituée de brisure de rameaux du thal-

le, de vésicules reproductrices et d'acrocystes mélangéesa de
fins cristaux de glace de condensation ;



= un résidu ne passant pas au tamis,constitué des principaux
axes du thalle brisé et de glace.

Les deux formes de l'algue isolées ont été
stockées au congélateur 3 -18°C.

La division du broyage correspondant & peu prés
d une distimlion botanique (axes principaux du thalle / organes
pseudofoliacés et acrocystes), il nous a paru intéressant de
faire des dosages séparés pour chacun des résidus.

. Sur cette page, se trouve un tableau
résumant les origines, les dates de collectes et les formes
de broyage : éc%aque €chantillon a été attribué un numéro qui
restera le m@me, quelles que soient les méthodes d'extraction et
de dosage des vitamines.

ORIGINE DATE DE LA RESIDUS POUDRE NUMERO D' IDEN-
RECOLTE DE BROYAGE FINE TIFICATION
>< ' )
Pleubian mai 1985
< 1
. ~ 4
Pleubian juin 1985
) < 3
5
Bréhat juillet 1985 —<
| < ®
7
Morbihan aodt 1985 =<
>< 8
< 9
Morbihan septembre 1985
10
<
Saint—-Malo octobre 1985 ;><: i1 =
Bouin octobre 1985 ;><: 12 =
novembre 1985 * =
décembre 1985 -
Bouin janvier 1986 D4 13 *
Morbihan février 1986 :><: 14 ™
Remarques : #les algues ont été broyées dans leur totalité. Il n'y a pas eu de résidus de
broyage. :

s % aux mois de novembre et décembre 1985, il n'y a pas eu d'approvisionnement d%ﬂgn
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, Enfin, des équivalences poids sec /poids humide
ont été effectuées, non entre l'algue fralche et l'algue sache
proprement dites (vu l'éloignement des sources d'approvisionnement),
mais entre l'algue cryobroyée (forme résiduelle et forme poudre)
et l'algue désséchée aprés passage & lL'étuve 3 105°C jusqu'd poids
constant.

Notre équipe a choisi ce mode d'expression bien
que consciente du moyen drastique de déshydratation : cet
asséchement est apparu la seule technique pour exprimer tous les
résultats 3 la méme référence de base.

Le tableau suivant donne ies équivalences : poids
cryobroyé -~ poids sec. .

Les variations enregistrées s'expliiquent,d'une
part par les différences de concentration en cristaux de glace
(poudre/résidu) et par le fait que le cryobroyage était quel-
quefois fait sur place (origine différeante).

NUMERO D'ECHAN- POIDS POIDS % DE POIDS
TILLON CRYOBROYES SECS SEC
,
1 13,00 g 1,88¢g 14,5
2 25,00 g ~ 3,00g 12
3 20,11 g ' 2,94 g 14,7
4 15,00 g 2,5 ¢g 16,7
5 23,00 g 3,4 g 14,7
6 17,17 g 3,4 ¢ 19,8
7 21,67 g 3,14 g 14,5
8 18,00 g ' 2,8 g ’ 15,5
9 20,00 g 2,6 g 13,
10 - 19,80 g 3,00 g 15,15
11 10,00 g 1,70 g 17
12 10,00 g . 1,68 g 16,8
13 . 10,00 g 0,80 g 8,10
14 10,00 g 1,63 g 16,3
Algue fraiche : 10,00 g 0,80 g 8
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I - EXTRACTION DES VITAMINES :

A) RECHERCHE BIBLIOGRAPHIQUE :

Une recherche bibliographiqu&ad'abord été
organisée dans trois directions :

- existence des vitamines dans les végétaux inférieurs,

- extraction phytochimique des vitamines,

- phytochimie spécifique des algues.

Nous avons recherché, pour chaque vitamine,
une méthode qui soit reproductible et la plus spécifique
possible. C'est ainsi que plusieurs sources bibliographi-
ques ont &té exploitées, en particulier les documents
suivants : ’

-~ Technique d'Analyse et de ContrSle dans les IAA, Industries Agrogalres
]

— Chemical Abstracs General Subjects,

— Methods in enzymology.

Pour chaque vitamine, un protocole a donc
été établi en vérifiant, 3 chaque fois, que la compo-
sition phytochimique d&j3 connue de Sargassum muticum
ne présentait pas d'incompatibilité avec les réactifs
d'extraction vitaminiques choisis. '

B) DESCRIPTION DES PROTOCOLES :

1) Vitamines liposolubles :

Chaque fois que cela a 8té possible, 1l'ex-—
traction a 8té pré&cédée d'une saponification spé&cifique.
Ces vitamines &tant solubles dans les solvants organiques)
une concentration de 1l'extrait 3 1'évaporateur rotatif
E€tait toujours envisageable, donc il est possible 'de des-
cendre trés bas la limite de détection.

Alimen-—
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a) Vitamine A - Retinol :
e ——

» 4- Justification :

Les végé8taux ne contiennent pas de retlnol
mais leur vitamine A est dimériséde sous la forme de
B caroténe qul par hydrolyse, redonne deux molécules
de vitamine A.

Notre extraction avait donec pour but,
dans un premier temps, de saponifier les lipides con-
tenues dans le broyat et d'hydrolyser le B caroténe
en vitamine A pour l'extraire selon une mé&thode
liquide-liquide . Toutes ces opérations étaient menées
d 1'abri de la lumidre, &tant donnée la fragilité des
molécules de rétinol.

p 2-Description du protocole 3

Echantillon cryobroyé de Sargaséum muticum (10 g)

Saponification spécifique ° 20 ml de NaOH
Bain marie 70°C 4——| + 100 ml Et OH
pendant 30 mn + 2ml d'hydroquinone
l éthanolique (3 20%)
Filtration

Addition de 100 ml d'HZO

Extraction liquide~liquide volume/volume 3X

par 50 ml d'&ther di Ethylique
+ 50 ml d'éther de pétrole

Lavage de la phase organique par 3 fois avec son

volume d'H2

Phase organique &vapor&e 3 sec

Ré&sidu repris sur 100 ml d'hexane
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p 3-Manipulation :

Le cryobroyat d'algue &tait sorti du congé-
lateur et pesé& précisément 3 10 grammes.

Puis mis en solution dans un ballon sphé&rique
avec une solution de NaOH (50%) additionnée de 100 ml
d'éthanol et de 2 ml d'une solution alcoolique d'hydroqui-
none 3 207.

Le ballon est porté au bain marie 3 70°C
pendant une demie heure, puis,aprés refroidissement, on
procéde 3 une filtration sur blichmer . Le filtrat est
additionné de 100 ml d'eau et mis dans une ampoule 3

décanter.

Puis on ajoute 50 ml d'éther &thylique et
50 ml d'éther de pétrole.

Apré&s agitation et décantation, la phase
organique est récupérée et la phase aqueuse est réextrai-
te deux fois par 150 ml d'éther de pétrole.

On procéde ensuite au lavage des phases
éthérées, rassemblées ,en ampoule @ décanter,par trois fois

100 ml d'eau distilléa. 7

La phase organique est ensuite &vaporée sous
pression ré&duite. Le r&sidu est repris par exactement
100 ml d'hexamne RP.

» L-Description de l'extrait :

La solution est parfaitement limpide,de cou-
leur variant du jaune pile d l'orange. Elle a une forte

odeur d'hexane. L'extrait est conservé au réfrigérateur
-3 +4°C,

1 ml de cet extrait est mis dans un tube 3
essai. On ajoute 1 ml d'une solution cloroformique de
trichlorure d'Antimoine. Il apparait alors une couleur
bleuwe qui disparait dans les cinq minutes suivantes.

Cette réaction permet d'identifier la présen-
ce de vitamine A.
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—p 5-Chromatographie en Couche Mince :

Une réaction d'identification est possible
sur extrait concentré dans les conditions expérimentales
suivantes :

Phase stationnaire : DC AluFalien Kieselgel 60.F.254

Phase mobile : Ether de pétrole 50
Ether éthylique 40
Acétate d'éthyle 10

Révélateur : Acide sulfurique concentré

Une t3che blew violette est révélée alors
au méme Rf qu'un étalon de vitamine A.

b) Vitamine D, :

» A.Justification :

La vitamine D3 (cholécalciférol) est le seul
représentant de la famille des calciférols se trouvant
présent dans les tissus végé&taux (et encore d titre exceptionnel).

Sa fragilité oblige aussi une extraction 3
1'abri de la lumi&re, mais une saponification demeure
possible,
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$ 2-Description du protocole :

Prise d'essai 10 g
30 ml KOH 3 507

Saponification 3 90° pendant 30 mn ¢—-| + 60 ml d'EtOH
l + 1 g de pyrogallol

Filtration

Extraction L/L par 3 X 50 ml d'éther de pétrole

!

Lavage par 3 X 50 ml d4'H20

Evaporation

|

Repris dans 1'&thanol

—p 3-Manipulation :

Une solution A comprenant 60 ml d'&thanol RP
et 1 g de pyrogallol est préparée.

Le cryobroyat de Sargassum muticum est pesé
(10 g) et mis dans un ballon sphérique, contenant 30 ml
d'une solution de potasse aqueuse 3 50%.

La solution A est alors rajoutée : l'ensemble
se colore en brun foncé et est mis au bain marie 3 90°C
pendant 30 minutes.

Aprés refroidissement, la solution est filtrée
et 1e filtrat placé en ampoule 3 décanter. L'extraction est
conduite par trois fois avec 50 ml d'éther de pétrole.

Les fractions &thérées sont alors réunies et
lavees par trois fois avec 100 ml d'eau.

On proc&de alors 3 l'évaporation 3 sec de la
phase organique sous pression réduite. L'extrait sec est
repris par 100 ml d4d'é&thanol exactement mesuré.
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» 4-.Description de l'extrait :

L'extrait obtenu est jaume pile, d'odeur
éthylique.

I1 présente une certaine fragilité 3 la lumiére.

- - - b3 L
I1 sera conservé@ au refrigérateur 3 + 4 C.

> 5. Chromatographie en Couche Mince :

Une réaction d'identification est possible sur

extrait concentré dans les conditions expérimentales sui-
vantes :

Phase stationnaire : DC AluFolien Kieselgel 60.F-254

Phase mobile : Ether de pétrole 50
Ether &thylique 40
Acétate d'éthyle 10

Révélateur : Acide sulfurique concentré.

Une t3ache brun orange en regard de 1l'é&talon
est révélée au méme Rf qu'un étalon de vitamine D3.
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c) Vitamine E :

——

» A-Justification :

Les tissus végétaux poss&dent le plus souvent
une faible quantité d'e{ tocophérol, ce qui nous a incité
3 la doser dans Sargassum muticum.

Comme toute vitamine liposoluble, 1'e tocophérol
se situe dans 1l'insaponifiable des tissus, ce qui nous a con-
duit 3 une extraction par solvants organiques apr&s saponifi-
cation de la prise d'essai.

p -=2-Description du protocole :

Prise d'essai (10 g)

Stabilisation (addition d'une solution d'acide
ascorbique)

Saponification (15 ml KOH & 70%)

Filtration

l

Extraction L/L /120 ml d'&ther de pé&trole

Fraction organique filtrée sur Na2504

v -
Evaporation & sec

v
- Repris par 100 ml d'heptane
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3_.Manipulation :

=
»

L'algue cryobroyée est pesée puis mise dans
un ballon sphérique. On y ajoute une solution m&thanoé&thanoli-
que d'acide ascorbique fabriquée extemporanément, dans
les proportions suivantes :

- Acide ascorbique - 0,5 g
- eau 4 ml
- &thanol 20 ml
- méthanol 100 ml.

L'ensemble est mis au bain marie & 90°C pen-
dant 20 minutes.

‘Puis on procéde & une saponification par
addition de potasse (15 ml de KOH 3 707 + bain marie
a 90°C pendant 40 minutes).

Aprés refroidissement, l'ensemble est filtré
sur biichner et extrait une premié&re fois en ampoule 3 dé&-
canter par 120 ml d'éther éthylique.

Cette phase organique est ensuite déshydratée
par du sulfate de sodium puis filtrée. Une deuxi@me extrac-—
tion est effectuée dans les mémes conditions.

-~

Les phases organiques sont &vaporées 3 sec et
le résidu est repris par 100 ml d'heptane, exactement mesuré.

» L4-Description de 1l'extrait :

L'extrait se présente sous la forme d'un liquide
transparent, jaune. Apré&s d&cantation, on observe 1l'apparition
d'une deuxi&me phase orangée (1 ml pour 100 ml d'heptane envi-
ron).

Cette deuxi&me phase provient du ré&sidu d'éva
poration : celle—ci n'ayant jamais pu &tre effectuée totale-
ment, il subsiste toujours dans le ballon de l1l'évaporateur,
un ré&sidu jaune orange visqueux, non soluble dans l'eau, fai-
blement soluble dans 1l'heptane, tr&s soluble dans 1'éthanol
et dégageant une forte odeur de crevette.

Ce résidu pouvant 8ventuellement servir en aro-
matisation n'a pas été identifié.
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p 5-Chromatographie en Couche Mince :

Une réaction d'identification est possible sur
extrait concentré dans les conditions expérimentales suivantes

Phase stationnaire : DC AluFolien Kieselgel 60 F 254

Phase mobile : Ether de pétrole 50
Ether éthylique 40
Acétate d'éthyle 10

Révélateur : Acide sulfurique concentré.

Un spot jaune orange est révélé au méme Rf que
1'étalon de vitamine E.

d) Vitamine K

p 4-Justification

De l'ensemble des ménadiones caractérisant
les vitamines K, seule 1la phytoménadione (K1) est pré-
sente dans les tissus végé&taux. Cette substance est com-
posée d'un noyau fonctionnel : ménadione, et d'un radical
phytyle,qui est une longue chaine ihsaturée,CiOH39.

Cette chafne carbonde contribue & son insolu-
bilité dans l'eau, mais surtout rend trés instable la mo-
lécule tant 3 la température, & la lumi&re,qu'3d toute for-
me d'oxydation, ce qui fait la tr&s grande difficulté de

1'extraction phytochimique de la vitamine Kl'

La recherche bibliographique que nous avons
effectuée nous a permis de constater que cette vitamine K1
était trés rarement extraite, le plus souvent dosée,sans
extraction spécifique par chromatographie phase gazeuse.

. o



20

Les rares protocoles trouvés proposaient
une succession de deux chromatographies, une en colonne
ouverte ou semi-préparative en phase normale suivie
d'une séparation en colonne ~ phase greffée.

Toute saponification préalable étant,
bien siir, impossible.

Le rendement de ce type d'extraction est
inversement proportionnel au temps, compte—tenu de la
fragilité de la molécule. Le principal agent oxydant
reste la moindre trace d'ultra-violets : si on laisse
3 1la lumi&re du jour un bécher d'hexane contenant de 1la
vitamine K1, il ne subsiste , dix minutes plus tard, que
moins de 107 de la concentration initiale de phytoména-
dione.

D'oli 1'importance,pour augmenter le rende-
ment, d'un protocole rapide. Aucune technologie ne per-
mettant de travailler en phytochimie sans la moindre
trace d'ultra-violets, nous avons mis au point, au bout
de quelques mois, une technique, tré&s rapide, d'extrac-
tion en obscurité totale,qui permet un rendement tré&s
important, puisque sur des extraits de Sargassum muticum
dopés en vitamine K1, nous retrouvions 907 de la vitamine.

p 2-Principe de la sé&paration :

Les extraits de Sargassum muticum &taient ex-
traits dans l'obscurit@ sous agitation magnétique par un
solvant spécifique, puis filtré&s sur précolonne avant
d'étre dosés en CLHP.

» 3.Description de 1l'extrait :

Les extraits se présentaient sous forme d'une
solution limpide, jaune,dont la couleur disparaissait dans
les jours suivants,malgré un stockage 3@ 1l'obscurité dans
refrigérateur a +4°C.
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» w-Chromatographie en Couche Mince :

Une réaction d'identification est possible, sur
extrait concentré&,dans les conditions expérimentales suivantes :

Phase stationnaire : DCAluFolien Kieselgel 60.F.254

Phase mobile : Ether de pé&trole 50
: Ether éthylique 40
Acétate d'éthyle 10

Révélateur : Acide sulfurique concentré.

Un spot marron orange en regard de l'é&talon de
vitamine K est révélé.

2) Vitamines hydrosolubles :

Nous avons, comme pour les vitamines liposo-—
lubles, choisi de doser celles que 1l'on trouve dans les
tissus végétaux, plus la vitamine B 12 commune dans tous
les microorganismes. En effet, nous avons constaté que
Sargassum muticum &tait trd&s souvent parasit@e par des
microorganismes de type indéterminé , et qui ne semblent
pas géner sa croissance.

Le probléme essentiel posé dans ce travail,
est que les vitamines hydrosolubles ne sont extractibles
(comme 1'indique leur nom) que par de 1l'eau. Or &tant
plus ou moins sensiblesd la temp&rature, toute évapora-
tion d'eau restait impossible sous une forme d'ébullition,
fGt-elle sous pression ré&duite. Et nous ne possé&dons pas,
par ailleurs, de lyophilisateur, ce qui a beaucoup nui 3
notre limite de détection, la situant pour trois cas de
vitamines au dessus de la teneur moyenne desvitamines dans
les algues.

L'acquisition d'un lyphilisateur semble &tre
indispensable pour pouvoir doser ces trois vitamines.
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Le pH est remonté& i 4,5 par addition de
soude normale, puis on procéde 3 une délipidation en
ampoule 3 décanter par addition d'éther de pétrole
et rejet de la phase organique.

L'extraction L/L est conduite volume 3
volume et reproduite deux fois.

Cette phase aqueuse résiduelle constitue
1'extrait.

» A.Description de 1l'extrait :

L'extrait est une solution aqueuse verte
pdle, limpide, de pH 4,5.

Elle est stockée au réfrigérateur et dosée
rapidement apré&s neutralisation extemporanée 3 6,9 de
pH par addition de soude.

La conservation en pH acide permet de limi-
ter une contamination bacté&rienne.

Ce type d'extraction chlorhydrique doit €tre suivi
d'un dosage contre un &talon de thiamine dichlorhydrate
et non de thiamine monénitrate, aprés neutralisation 2
pPH 6,9 qui salifie la thiamine (Pka F 5,5 )

p» R-Chromatographie en Couche Mince :

Une réaction d'identification n'est possible que
sur extrait lyophilisé. Ceci a &té réalis& en prenant pour :

Phase stationnaire : DC AluFolien Kieselgel 60_F.254

Phase mobile : benzéne, méthanol, acide acé&tique, acétone
(70, 20, 5, 5)

Révalation 3 366 nm, 254 nm

On observe d un Rf proche de 0, une t3che bleue
violette, fluorescente sur lampe UV 366 mn et une
tache violette d'inhibition de fluorescence a
254 7nm.

Conclusion
———————————
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a) Vitamine B, :

> A.Justification :

Plusieurs protocoles &taient proposé&s pour
l'extraction de la thiamine. Nous avons choisi celui qui
nous a semblé& le plus simple, donc le moins préjudiciable
3 la molécule, vu, en particulier, sa fragilité 3 la tem-—

pérature.

.—p 2-Description du protocole :

Prise d'essai de 3 g

Extraction solide/liquide par macération pendant 5 jours
3 température ambiante en milieu acide ¢—— par addition
de 30 ml d'HelL O,IN

}

Filtration

1

Délipidation par 1'éther de pé&trole aprd@s remontée du
" pH 3 4,5 par addition de NaOH N,

Fraction aqueuse reprise et neutralisée extempo-
ranément avant dosage

p» 3-Manipulation :

Sargassum muticum cryobroyée. est pesée puils
mise en suspenston dans une solution chlorhydrique 0,1 N
(30 ml) 3 température ambiante pendant 5 jours.

Puis la suspension est filtrée.
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b) Vitamine B, :

= 2

» A-Justification :

La Riboflavine,de part son rSle de coenzyme,
est présente dans toutes cellules animales ou végétaley.

L'extraction par l'acide chlo rique 0,IN est
commune 3 celle de la Riboflavine, l.es deux molécules ayant
le méme comportement dans ce type d'extraction.

‘ Nous ne donnerons donc pas de précision pour
la description du protocole, la manipulation et la descrip-

tion de l'extrait. Se reporter au chapitre '"a) Vitamine 31".

p =2-Chromatographie en Couche Mince :

Une réaction d'identification est possible et
a 8té réalisée dans les conditions expérimentales suivantes :

Phase stationnaire : DC AluFolien Kieselgel 60.F_254

Phase mobile : benzéne, méthanol, acide acétique, acétone
(70, 20, 5, 5)

Révélation a4 366 nm, 254 nm.
Conclusion : On observe 3 un Rf de 0,2 environ, une_ t3dche

bleue violette 3 366 nm et noire en inhibition
de fluorescence 3 254 nm.
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C) Vitamine B6 s

» A-Justification :

La pyridoxine ou vitamine B6 est une mol&cule
toujours présente dans les tissus animaux, moins souvent
dans les tissus végétaux.

Nous avons tout de méme essayé& de la doser
dans Sargassum muticum.

Le fait que la pyridoxine est une molécule
moins fragile que les précédentes, nous a autorisés 3 un
dosage plus drastique,donc plus spécifique.

» 2.Description du protocole :

Prise d'essai

Macération en flacon bouché& pendant
5 4 8 heures 3 125°C en milieu acide.

Filtration

|

Délipidation par un mélange &ther de pétrole -
éther &thylique, aprds vérification 3 pH 4,5
par addition de soude

Phase aqueuse ré&cupérée,d ajuster a
volume constant
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» 3- Manipulation :

Le crybroyat d'algue est pesé (2 g) et mis
dans un flacon avec 10 fois son poids d'acide chlorhydrique
molaire. Le flacon est bouché et le tout est porté 3 l'étu-
ve pendant 5 3 8 heures.

La suspension est filtrée et le filtrat ajusté
3 pH 4,5 par addition de soude molaire.

-~

On procé&de ensuite 3 un lavage de la phase
aqueuse en ampoule @ décanter, par un mélange équivolume
d'éther ethyllque et &ther de pétrole. L'extraction V/V
est recommencée deux fois.

La phase aqueuse constitue l'extrait. Elle
est ajustée 3 volume constant.

’,4-Description de l'extrait :

L'extrait se présente sous forme d'une solution
11mp1de Jaunatre, sans odeur. Elle doit &tre stockée au ré-
frlgerateur 3 4°C, ou mieux lyophlllseg,pour éviter toute
contamination bactérienne, et dosée le plus rapidement
possible.

Juste avant le dosage, une neutralisation 3
pH 6,9 par addition de soude N est nécessaire.

» §- Chromatographie en Couche Mince :

Une réaction d'identification est possible et
a été réalisée dans les conditions expérimentales suivantes :

Phase stationnaire : DC AluFolien Kieselgel 60.F.254

Phase mobile : benzéne, méthanol, acide acétique, acétone
(70, 20, 5, 5)

Révélation 3 366 nm, 254 nm.
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Conclusion : On observe pour l'étalon une tache visible
jaune a un Rf de 0,25 devenant violette par
inhibition de fluorescence 3 254 nm. L'extrait
ne présente pas cette tache.

d) Vitamine B 12 ¢

> A.Justification :

La vitamine B 12 n'existe pas dans les végétaux,
mais de nombreux microorganismes en produisent de grande
quantité et il se trouve que Sargassum muticum est souvent

parasitée par des microorganismes,que l'on n'a pas déterminés
avec précision.

7
Nous avons donc dose 1la cyonocobalamine dans
-les extraits.

La fragilité de cette &norme molécule interdi-
sait le passage en milieu tré&s acide,qui aurait hydrolisé
le noyau tétrapyrolique mais une extraction est tout de
méme possible dans les conditions suivantes.

» 2. Description du protocole :

Pesée de la prise d'essai (2g)

'

Dissolution de certains constituants par macération dans de
1'acétone 3 607 pendant 12 h

Evaporation sous pression réduite

‘

Hydrolyse d autres constltuants par mac@ration dans 1'éthanol
i 607 pendant 12 heures

ngtration

Ajuster avec un tampon phosphate 3 pH 4,5
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> 3. Manipulation :

Un &chantillon de Sargassum muticum cryobroyée
est pesé (2 g) et mis 3 macérer dans 10 fois son poids d'une
solution d'acé&tone d 607 pendant 12 heures 3 température am—
biante.

La suspension est ensuite mise 3 &vaporer sous
pression réduite. Le ré&sidu (non sec) est repris par 10 fois
son poids d'une solution d'éthanol 3 607 et mis 3 macérer
pendant 12 heures.

Puis il y a filtration. Le fi&;rat est tamponné
avec un tampon phosphate 3 pH 4,5 et ajusté 3 volume cons-
tant. ’

p l-Description de 1l'extrait :

L'extrait se présente sous la forme d'une solu-
tion limpide, grisitre 3 pH 4,5, ayant 1'odeur du tampon phos=—
phate (odeur acide).

Cette solution est stock&e au refrigérateur et
doit étre doséerapidement.

p S.Chromatographie en Couche Mince :-

Une réaction d'identification n'est possible que
sur extrait 1yophi1isélce que nous avons réalisé dans les
conditions suivantes :

Phase stationnaire : DC AluFolien Kieselgel 60 F 254

Phase mobile : benzéne, méthanol, acide acétique, acétone
(70, 20, 5, 5)

Révélation : 254 nm

Conclusion : On observe un spot au Rf de O en lumié&re visible
coloré en jaune et violet par inhibition de fluo-
rescence 3 254 nm précisant la présence de
vitamine B 12.
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e) Vitamine PP :
i ——————————————

» A- Justification :

L'amide nicotinique est une molécule trés
résistante 3 la tempé&rature, donc 3 toute forme d'hydro-
lyse acide douce. :

Son extraction emploie donc une méthode assez
drastique.

» 2. Description du protocole :

Algues pesées (5 g)

Extraction solide/liquide - Suspension
dans Hel N 3 125°C pendant 20"

Filtr!tion

Réajustement du'bH a 4,5

v
Lavage de la phase aqueuse/2 fois V/V par
éther de pétrole

> 3. Manipulation :

L'algue cryobroyée est pesée et mise en bécher
dans une solution de 10 fois son poids d'acide chlorhydrique
normale. '

Le tout est mis 3 1'étuve pendant 20 minutes,
a 125°c.

, Aprds filtration, le filtrat dont le pH est d' 1l unité,
est réajuste 3 4,5 par addition de NaOH normale et est lavé
en ampoule 3 décanter par deux fois par de 1'éther de pétrole
volume/volume.

La fraction organique, jaune, est rejetée.

La fraction aqueuse constitue 1l'extrait.
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» 4-Description de 1l'extrait :

L'extrait se présente sous la forme d'une
solution aqueuse jaune, 3 pH 4,5, inodore, que 1l'on
stocke au refrigérateur et que l'on dose tr@s rapidement.

Ce type d'extrait fournissant, encore plus

qu'un autre, un excellent milieu de culture bacté&rien.

Le dosage est précédé d'une neutralisation
i pH 6,9 par addition de soude normale,qui permet son
passage en colonne.

» & - Chromatographie en €ouche Mince :

Une réaction d'identification est possible
dans les conditions expérimentales suivantes telles que
réalisées au laboratoire :

Phase stationnaire : DC AluFolien Kieselgel 60.F_254

Phase mobile : benzéne, méthanol, acide acétidue, acétone
(70, 20, 5, 5)

Révélation : 254 nm.

Conclusion : On observe sous lampe UV 3 254 nm une tache
~— _  sombre 3 un Rf de 0,5 environ, en regard de
1'étalon de vitamine PP,orientant vers ~
lidentification de la vitamine PP dans 1l'extrait
lyophilisé.
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f) Vitamine C

» 1- Justification :

Les autres vitamines hydrosolubles (du groupe B)
ont une valeur de coenzymes dans le métabolisme cellulaire,
ce qu1 expllque qu'on les rencontre rarement 3 des congen-
trations supérieures a 15 ppm-dans les tissus végétaux.

En revanche, la vitamine C, de par son rdle
dans la régularisation du potentiel d'oxydoréduction cellu-
laire, peut &tre synthétisée en trés grande quantité, et
dans certains végétaux, stockée en wésicules,comme chez les
Citrus par exemple.

Le dosage de la vitamine C est donc tout a fait
possible dans Sargassum muticum.

Le probl&me de l'extraction réside dans le fait
que l'acide ascorbique a une perpétuelle tendance 3 se réduire
sous forme dehydroascorblque pour éviter cela, il faut
stabiliser 1'échantillon avant extractlon.

» 2.Description du protocole :

_Prise d'essai 5 g

50 ml d'une solution aqueuse
Stabilisation d'acide acethue glacial 57
et de thiourée 3 1Z.

Extraction solide-liquide/macération en
solution acide oxalique.

Réajustement du pH a 4,5
Lavage par 2 X — extraction L/L i 1'&ther de pétrole V/V

Fraction aqueuse recueillie
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» 3.Manipulation :

L'échantillon d'algue est pesé& et mis dans
une solution aqueuse d'ac&tique glacial 3 5% et de thiourée
a1z.

Ce mélange est placé 3 1'étuve pendant 20 heures
i 60°, puis on ajoute 50 ml d'acide oxalique i 27%.

Le mélange est alors filtré et son pH réajusté.
a 4,5 par addition de NaOH N.

Enfin, cette solution est lavée en ampoule &
décanter par son volume d'éther de pétrole, deux fois.

La phase organique jaune pi8le, est rejetée.

La phase aqueuse est gardée.

p 4-Description de 1l'extrait :

L'extrait est une solution aqueuse,limpide,vert
pale, inodore, 3a pH 4,5. L3 encore, un stockage 3 basse tem-
pérature 4°C s'impose ou mieux,une lyophilisation, et le do-
sage doit étre fait rapidement apré&s neutralisation 3 pH 6,9
par addition de soude normale

p 5- Chromatographie en Couche Mince :

Une réaction d'identification n'est possible que
sur extrait lyophilisé dans les conditions expérimentales
suivantes, ce que nous avons réalisé :

Phase stationnaire : DC AluFolien Kieselgel 60 F 254

Phase mobile : benzéne, méthanol, acide acétique, acétone
(70, 20, 5, 5)

Révélation : 254 nm

Conclusion : On observe nettement un spot violet par inhibition
de fluores