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Résumé. L'objectif de ce travail est le développement d'une nouvelle méthode analytique pour le dosage des
méroditerpénes a noyau hydroquinonique, contenus dans la fraction lipidique extraite par solvant a partir de
I'algue brune seche cystoseira stricta, par la spectrométrie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF), en
utilisant la préconcentration basée sur l'extraction liquide- liquide selon le protocole de Bligh et Dyer. Les
méroditerpénes a noyau hydroquinonique sont analysés sous forme d’hydroquinone en exploitant l'aire de la
bande spécifique a 1512cm caractéristique de la vibration du groupement C=C du noyau hydroquinonique. Les
valeurs d’absorbances sont corrigés avec une ligne de base stabilisée entre 1500 et 1530 cm! et en considérant le
background du blanc analytique. Le taux des méroditerpénes a noyau hydroquinonique moyennement polaires
est de 4.0 eg/g et celui des méroditerpenes a noyau hydroquinonique polaires est de 2.8eg/g. Le taux des
méroditerpénes a noyau hydroquinonique obtenu est en accord avec ceux trouvé dans la documentation pour
quelques méroditerpénes a noyau hydroquinonique et qui sont déterminés par chromatographie liquide a haute
performance en phase normale (CLHP).

Mots clés: Méroditerpenes, noyau hydroquinonique, Algue brune, Cystoseira stricta, IRTF

Dosage by IRTF spectroscopy of Meroditerpens with hydroguinon nucleus in Brown
Alga Cystoseira stricta

Abstract. The objective of this work is the development of a new analytical method for the dosage of
Meroditerpens in brown alga Cystoseira stricta. Meroditerpens are analyzed as hydroquinone by exploiting the
specific area of the band 1512cm, characteristic of the C = C vibration of hydroquinone nucleus.

The yield of the moderately polar meroditerpens with hydroquinon nucleus is 4.0 eg / g and that of polar
meroditerpens is 2.8 eg / g.

Key Words: Meroditerpens, hydroquinon nucleus, Brown alga, Cystoseira stricta, IRTF
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l. Introduction

L'intérét grandissant de la recherche dans le domaine de la chimie des substances

naturelles trouve son explication dans les trois objectifs visés: l'investigation de composés a
haute valeur ajoutée; la découverte de nouveaux modéles chimiques; et la recherche de
composés biologiquement actifs [1].
Les algues présente un intérét particulier parce qu’ils renferment des métabolites secondaires
qui posseédent des activités biologiques et qui jouent un réle important en chimiotaxonomie et
en médiateurs chimiques [2,3]. Les algues brunes du genre Cystoseira ont fait I’objet de
nombreuses études sur la composition chimique de leur extrait lipidique, mettant en évidence
la présence de substances terpéniques a coté des stérols. On trouve essentiellement des
diterpénes linéaires dérivés du géranylgéraniol. Une grande diversité des méroditerpénes
(linéaires, monocyclisés, bicyclisés.....etc.) est également constatée dans ce genre [4-6].
Sachant que les méroditerpénes issus d’algues brunes de la famille de cystoseiracéé présentent
deux séries; les méroditerpénes a noyau hydroquinonique et les méroditerpénes a noyau
chromanol [7], I’algue brune Cystoseira stricta est caractérisée par 1’isolement de nombreuses
molécules de méroditerpénes a noyau hydroquinonique [8]. Le dosage de cette classe de
produits chimiques présente une grande importance afin de pouvoir valoriser les végétaux
marins ou méme de savoir s’il existait des possibilités de différenciation entre les espéces, et
par conséquent, le développement de nouvelles méthodes d’analyse est indispensable et
toujours nécessaire pour les chercheurs travaillant dans ce large domaine de recherche. La
technique habituelle utilisée pour le dosage des méroditerpenes dans les algues brunes est la
chromatographie liquide a haute performance (CLHP) [9]. L'objectif de cette étude est le
développement d’une nouvelle méthode fiable et rapide pour la détermination des
méroditerpénes a noyau hydroquinonique contenus dans la fraction lipidique de I’algue brune
séche Cystoseira stricta par la spectrométrie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF).
Cette étude constitue une continuité des travaux de recherche réalisés au sein de notre équipe
de recherche sur le développement de nouvelles méthodes pour la détermination des
métabolites secondaires dans les algues par spectrométrie IRTF [10,11],

I1. Position systématique de I’algue brune Cystoseira stricta

Embranchement: Chromphytes
Classe: Phéophycées

Ordre: Fucales

Famille: Cystoseiracées

Genre: Cystoseira
Espéce: Stricta Montagne Sauvageau

Description : Cystoseira stricta, a une base discoide, avec plusieurs tiges par base (espéce
cespiteuse), a des rameaux d’ordres supérieurs, pouvant eux porter des différenciations
particulieres (aérocystes, épines plus ou moins grandes classiquement appelées “feuilles”), les
parties distales sont caduques alors que les axes constituent la portion vivace. Cette espéce se
localise principalement en ceinture sur les cotes rocheuses et exposées de 1'étage infralittoral
supérieur.
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I11. Extraction des méroditerpenes a noyau hydroquinonique a partir de I’extrait
lipidique de I’algue brune Cystoseira stricta

I11.1. Préparation de I’extrait lipidique de I’algue brune

L’extrait lipidique de 1’algue brune cystoseira stricta est obtenu par macération de 1'algue
séche dans le dichlorométhane a une température fixe, ce dernier est évaporé et le résidu sera
traité pour l'extraction des méroditerpénes a noyau hydroquinonique.

111.2. Extraction des méroditerpénes a noyau hydroquinonique

Sachant que les méroditerpenes a noyau hydroquinonique sont constitués d’une fraction
polaire et d’une fraction moyennement polaire, le protocole de Bligh et Dyer utilise trois
solvants de polarité différente (chloroforme, méthanol et eau), en combinant deux a deux de
facon a obtenir une phase moyennement polaire (CHCI3/MeOH) et une autre polaire (H20/
MeOH), afin d’obtenir des fractions moyennement polaire et polaire respectivement. Dans ce
procédé I’hexane est utilis¢ pour éliminer les composés totalement apolaires ainsi que les

La figure 1 illustre les différentes étapes de traitement de I’extrait lipidique de I’algue brune
cystoseira stricta.

100 mg de 'extrait lipidique de
cystoseira siricta

10 ml Hexane-MeOH 70:30 (v /v)

Extraction liquide ~liquide

Phase du I'Hexane —_— Phase du Méthanol
Lavage avec|[2 ml MeOH 3 fois (-H(-IJ_H_.‘(-J‘I 1{viv)
Phase de Phase de Phase Phase
I'hexane Méthanol CHCl3/MeOH H,0/MeOH

Phase moyennement polaire —I l

Evaporation 4 sec a
40C*

Phase polaire -+ l

Dilution dans lml

CH,>CL-EtOH 80 :20 (v/v)

I
| !

Phase moyvennement Phase polaire
polaire

| ]
l

Amnalyse par IRTF

Figure 1 : Protocole de Bligh et Dyer utilisé pour I’extraction
des méroditerpénes a noyau hydroquinonique

110



PhytoChem & BioSub Journal Vol. 8(2) 2014
ISSN 2170-1768
CAS-CODEN:PBJHB3

111.3.1dentification des méroditerpénes a noyau hydroquinonique par (CCM)

@

Hydroquinone

Figure 2: Plaque CCM de
I’extrait brut et ’hydroquinone

Avant d’entamer 1’étude par la spectrométrie IRTF, on a procédé a
I’identification préliminaire qualitative des méroditerpénes a
noyau hydroquinonique dans I’extrait lipidique de I’algue brune
cystoseira stricta par CCM, en exploitant la présence du
groupement phénolique dans la structure des méroditerpénes a
noyau hydroquinonique. La chromatographie sur couche mince est
effectuée sur les feuilles d’aluminium recouvertes de gel de silice
Si 60, et en utilisant le mélange binaire acétate d’éthyle - isooctane
2 :3 (v/v) comme solvant d’élution. La révélation est faite par la
pulvérisation des plaques CCM avec le réactif de Gibbs
(révélateurs des phénols et leurs dérivés) puis 1’exposition de
plaque CCM au vapeur d’ammoniaque.

Nous avons observés I’apparition de tache bleue pour 1’extrait a un
niveau presque que celui de I’hydroquinone (figure 2), les rapports
frontales sont respectivement Rf Extrait = 0.29 et Rf
Hydroquinone =0.33, Les taches bleus sont caractéristiques des
phénols et leurs dérives.

IV. Choix de I’étalon pour le dosage des méroditerpénes a noyau hydroquinonigque

I1 est important de rappeler que dans ce travail, nous nous intéressons au dosage d’une classe
de molécules appelées méroditerpénes a noyau hydroquinonique, qui sont caractérisés par la
liaison d’un noyau hydroquinone et une chaine diterpeénique, 1’hydroquinone a été choisie
comme standard représentant de cette classe de produit du fait que toutes les molécules
possedent le méme environnement chimique au niveau du groupement phénolique (voire
figure 3) et c’est ce dernier qui va étre exploiter pour les

x

OH

Hydroquinone

on C T 1)

OH

chane diterpenique _ L chaine diterpénique  _|

Cystoseirol Meéthoxybifurcarenone

/

Figure 3: Structure d’hydroquinone et de deux méroditerpénes a noyau hydroquinonique

V. Tests de solubilité de I’hydroquinone dans le solvant de I’analyse

La premicre difficulté rencontrée lors de la réalisation de ce travail était la solubilité de
1’étalon (hydroquinone) dans le solvant adéquat pour les analyses par la spectrométrie IRTF a
savoir les solvants chlorés. Pour résoudre ce probleme une série de tests de solubilité a été
effectuée dans le sens a modifier la polarité du solvant d’analyse (CH,Cl,) en ajoutant des
proportions différentes d’EtOH (I’hydroquinone est treés soluble dans 1’éthanol). Il y a lieu de
noter que 1’ajout de I’éthanol a CH,Cl; a un effet néfaste sur la qualité des spectres infrarouge,
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cependant 1’amélioration et la correction de ces spectres peut se faire en établissant un
background avec le blanc analytique. Le tableau 1 résume le mélange CH,Cl,- EtOH dans
différentes proportions et en considérant deux concentrations différentes.

Tableau 1 : Solubilité de ’hydroquinone

Solubilité de I’hydroquinone

Solvant

5mg.ml™

15mg.ml™*

CH,Cl,

CH,Cl,-EtOH 96 :4 (v/v)
CH,CI,-EtOH 95 :5 (v/v)
CH,CI,-EtOH 90 :10 (v/v)
CH,CI,-EtOH 80 :20 (v/v)

Partiellement soluble
Partiellement soluble
Soluble
Soluble
Soluble

Partiellement soluble
Partiellement soluble
Partiellement soluble
Partiellement soluble

Soluble

V1. Analyse par spectrometrie IRTF
VI1.1. Spectre IRTF de I’hydroquinone

1512cm’!
08 OH S~a
-l
t 830 cm™
s |3663cm 3=
o 1
1
r 1 "
Bal v OH
a _
n 1633cm™
c \\\
e ~o
) \
o VT d }
3500 3000 2500 2000 1500 1000
nombre d'ondes {cm-1)

Figure 4: Spectre IRTF de I’hydroquinone (4mg ml™") préparée directement
dans CH,Cl,-EtOH 80:20 (v/v).

Le spectre infrarouge de I’hydroquinone obtenue directement dans CH,Cl,-EtOH 80 :20 (v/v)
montre des bandes d’absorptions a 3663 cm™ bande moyenne d’élongation de la liaison O-H
d’un phénol, 1633 cm™ bande moyenne d’élongation de la liaison C=C, 1512 cm™ bande forte
d’élongation de la liaison C=C d’un cycle aromatique, et une bande 4 830 cm™ bande forte de
déformation de la liaison C-H d’un aromatique p- disubstitué.

Comme Dillustre la figure 4 les bandes qui apparaissent a 830 cm’ et 3663 cm™ sont
interférées par les bandes d’absorbance de I’éthanol qui apparaissent & 820 cm™ (C-O de
déformation), et 3600 cm™ (O-H d’¢élongation) respectivement. De ce fait nous utilisant la
bande 4 1512 cm™ pour la détermination de méroditerpénes & noyau hydroquinonique de
I’algue brune cystoseira stricta.
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V1.2. Caractéristiques analytiques de I’hydroquinone préparée directement dans le
solvant

Les caractéristiques analytiques de 1’hydroquinone préparée directement dans CH,Cl,-EtOH
80:20 (v/v) sont résumés dans le tableau 2. Les résultats obtenus montrent que les
caractéristiques analytiques d’hydroquinone préparée directement dans CH,Cl,-EtOH 80:20
(v/v) sont optimums en considérant I’aire du pic au lieu que la hauteur du pic 2 1512 cm™. Les
Spectres IRTF d’absorbance d’une série d’étalons d’hydroquinone préparée directement dans
CH,CL-EtOH 80:20 (v/v), pour un domaine de concentration compris entre 0.5-4mg.ml” sont
montrés sur la figure 5.

Tableau 2 : Caractéristiques analytiques de I’hydroquinone préparée directement dans CH,Cl,

Paramétres analytiques . . .

Mode de mesure Hauteur du pic Aire du pic
Droite de calibration 0.27427C+0.01223 2.53370C+0.00176
Coefficient de corrélation 0.9992 0.9999
limite de détection (en pg.ml™) 0.04 0.02
Déviation standard relative (en % pour n=10) 2.1 2.5
Domaine de Concentration (en mg.ml™) 0.5-4

L.D : limite de détection(en pg.ml™") obtenue par un niveau de confiance de 99.6% (k=3)

D.S.R (%) : Déviation standard relative (pour C=1.5 mg.ml™) , D.C : Domaine de Concentration en mg.ml"
Conditions expérimentales : Résolution nominale 4cm™, nombre de balayage (10 scan), chemin optique 0.5
mm, background de la cellule remplie avec le solvant de dilution CH,Cl,-EtOH 80:20 (v/v).

1512cm™

™~

; .o.g.qﬁ#l" ;

A
o=

1750 1700 1858 1500 155 1500

nombresd ondes [cm-1)

Figure 5: Spectres IRTF d’absorbance d’une série d’étalons d’hydroquinone préparée directement
dans CH,CL,-EtOH 80:20 (v/v), pour un domaine de concentration compris entre 0.5-4mg.ml™.
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V1.3. Caractéristiques analytiques de I’hydroquinone récupérée a partir de la phase
moyennement polaire (CHCI3/MeOH)
Le tableau 3 présente les caractéristiques analytiques de la série des solutions d’hydroquinone
récupérée a partir de la phase moyennement polaire de concentration allant de 0.5 a 4 mg.ml™.
La figure 6 présente les spectres de la série des solutions d’hydroquinone récupérée a partir de la
phase moyennement polaire de concentration allant de 0.5 a 4 mg.ml".

Tableau 3 : Caractéristiques analytiques de I’hydroquinone récupérée a partir de la phase
moyennement polaire (CHCl;/ MeOH)

Droite de calibration 1.91027C+0.10890 "

Coefficient de corrélation 0.9976 b

L.D. (en pg.ml™) 0.03 : j\ M

fﬂ‘\‘\_‘m}- — .-/\Lwrﬁ
D.S.R (en % pour n=10) 1.7 o
-1 somies dondes -]

D. C. (en mg.ml") 0.5-4 Figure 6 : Spectres IRTF d’absorbance de la
série des solutions d’hydroquinone récupérée a

Pourcentage de partir de la phase moyennement polaire

récupération (en %) 75.4 (CHCIl3/MeOH) pour un domaine de
concentration compris entre 0.5-4mg.ml”’

L.D : limite de détection(en pg.ml-1) obtenue par un niveau de confiance de 99.6% (k=3)
D.S.R (%) : Déviation standard relative (pour C=1.5 mg.ml™"). D.C : Domaine de Concentration en mg.ml"'

V1.4. Caractéristiques analytiques de I’hydroquinone récupéreée a partir de la phase
polaire (H20/MeOH)

Les caractéristiques analytiques de I’hydroquinone récupérée a partir de la phase polaire

(H20O/ MeOH) sont établies et résumés dans le tableau 4.

Tableau 4: Caractéristiques analytiques de 1’hydroquinone récupérée
a partir de la phase polaire (H,O/MeOH)

Droite de calibration 0.27099C+0.02607 ol
Coefficient de corrélation 0.9996 Al
L.D. (en pg.ml™) 0.18 :
[T
D.S.R (en % pour n=10) 1.03 :
D. C. (en mg.ml") 0.5-4
- 1580 15 L _':H' " 80 1500
Figure 7 : Spectres IRTF d’absorbance de la
Pour,centetge . . 10.7 série des solutions d’hydroquinone récupérée
de récupération (en %) a partir de la phase polaire (H20/MeOH)
pour un domaine de concentration compris
entre 0.5-4mg.ml”
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Comme on peut bien le voir sur la figure 7, lallure du pic & 1512cm™ n’est pas gaussienne et
ne ressemble pas a celle de I’étalon mais ceci est dii au fait que la concentration de
I’hydroquinone dans ce cas est trop faible et ce phénomeéne est toléré en spectroscopie IRTF.
Il est évident dans ce cas que la considération de I’aire du pic a 1512cm™ est plus correcte
pour la détermination.

Les pourcentages de récupération ont été calculés en considérant le rapport des pentes de
droites de calibration obtenues pour les solutions étalons traitées et les solutions étalons
préparées directement dans CH,Cl,-EtOH 80:20 (v/v).

Cette étude confirme la répartition de 1’hydroquinone entre les deux phases moyennement
polaire et polaire ce qui permet le dosage de méroditerpénes a noyau hydroquinonique de
’algue brune cystoseira stricta dans les deux phases.

VI.5. Détermination des méroditerpénes a noyau hydroquinonique de I’algue brune
cystoseira stricta

Environ 100 mg d’extrait lipidique de I’algue brune cystoseira stricta préalablement traité
selon le protocole décrit dans la partie expérimentale ont été analysées par IRTF. Les spectres
donnés par la figure 8 illustre la présence des méroditerpenes a noyau hydroquinonique
récupérés dans la phase moyennement polaire (CHCI3/MeOH) (Fig.8a) et dans la phase
polaire (H,0/MeOH) (Fig.8b) en considérant la bande spécifique a 1512 cm™ et en utilisant la
méthode de calibration externe et la méthode des ajouts standards.

“:: .-.; Il'l! [\ IIII'\ ||'r
s A \ H [C\ |
E.“ :u ,fll/ \H

1) T\ /J\
o .:////

wombre ondes fom-1] ‘nombre d'ondes (am-1)

Figure 8a : Spectres IRTF comparatifs de Figure 8b : Spectres IRTF comparatifs de
I’hydroquinone (C=0.5mg.ml-1) récupérée de la 1’extrait brut (rouge) et de la phase polaire
phase moyennement polaire (CHCI3/MeOH) (H20/MeOH) obtenus aprés traitement de
(jaune), de D’extrait brut (noir) et de la phase [I’extrait (noir).

moyennement polaire (CHCI3/MeOH) obtenus

aprés traitement de 1’extrait (rouge).

Tableau 5 : Détermination des méroditérpénes a noyau hydroquinonique
dans I’extrait lipidique de I’algue brune cystoseira stricta apres traitement

Meéroditerpenes a noyau —r * . N
hydroquinonique Taux par calibration externe (eg/g) Taux par ajout standard (eg/g)
polaires 2.8 /
moyennement polaires 4.0+ 0.1% 5.8

*équivalent gramme d'hydroquinone dans 1g d’extrait
fvaleur moyenne * déviation standard de deux mesures indépendantes
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Les résultats résumés dans le tableau 5 montrent un taux des méroditérpénes a noyau
hydroquinonique qui est en accord avec ceux trouvé dans la documentation pour quelques
méroditerpénes a noyau hydroquinonique et qui sont déterminés par chromatographie liquide
a haute performance en phase normale (CLHP) [9].

VII. Conclusion

Cette étude a été focalisé au dosage spécifique de deux fractions des méroditerpenes a
noyau hydroquinonique moyennement polaire et polaire d’extrait lipidique de I’algue brune
cystoseira stricta par la spectrométrie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF).

Les méroditerpénes a noyau hydroquinonique sont analysés globalement sous forme
d’hydroquinone en exploitant la bande spécifique & 1512cm™ caractéristique de la vibration
du groupement C=C du noyau hydroquinonique. Il a été vérifié que les parametres analytiques
sont meilleurs en considérant les valeurs de 1’aire de la bande 4 1512cm™ au lieu des valeurs
de la hauteur du pic. Les valeurs d’absorbances sont corrigés avec une ligne de base stabilisée
entre 1500 et 1530 cm™ et en considérant le background du blanc analytique.

Le taux des méroditerpénes a noyau hydroquinonique moyennement polaires est de 4.0 eg/g
obtenu par la méthode de calibration externe est de méme ordre que celui obtenu par la
méthode des additions standards et qui est de 5.8 eg/g.

Le taux des méroditerpénes a noyau hydroquinonique polaires a été déterminé par contre
seulement par la méthode de calibration externe (2.8 eg/g).

Le taux des méroditerpénes a noyau hydroquinonique obtenu est en accord avec ceux trouvé
dans la documentation pour quelques méroditerpénes a noyau hydroquinonique et qui sont
déterminés par chromatographie liquide a haute performance en phase normale (CLHP).

La méthode développée, pour la détermination de méroditerpénes a noyau hydroquinonique
de I’extrait lipidique de I’algue brune cystoseira stricta par spectrométrie IRTF, est rapide
disponible et fiable.
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