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Tinitiative pour la protection et la gestion des récifs coralliens dans le Paci-
fique (CRISP), portée par la France et préparée par I'AFD dans un cadre in-
terministériel depuis 2002, a pour but de développer une vision pour l'avenir de
ces milieux uniques et des peuples qui en dépendent, et de mettre en place des
stratégies et des projets visant a préserver leur biodiversité et a développer dans
le futur les services économiques et environnementaux qu'ils apportent tant au
niveau local que global. Elle est congue en outre comme un vecteur d’intégration
entre états développés (Australie, Nouvelle-Zélande, Japon et USA), Collectivités
francaises de I'Outre-Mer et pays en voie de développement du Pacifique.

Le CRISP est structuré en trois composantes comprenant respectivement divers
projets:

Composante 1 : Aires marines protégées et gestion cotiere intégrée

- Projet 1A1 : Analyse éco-régionale

- Projet 1A2: Aires Marines Protégées (AMP)

- Projet 1A3 : Renforcement institutionnel

- Projet 1A4 : Gestion intégrée des zones lagonaires et des bassins versants
Comp.osante 2 : Connaissance, gestion, restauration et valorisation des
écosystémes coralliens

- 2A : Connaissance, valorisation et gestion des écosystémes coralliens

- 2B : Restauration récifale

- 2C: Valorisation des Substances Actives Marines

- 2D : Mise en place d'une base de données régionale (Reefbase Pacifique)
Composante 3 : Appui institutionnel et technique

- 3A: Capitalisation, valorisation et vulgarisation des acquis du programme CRISP
- 3B : Coordination, promotion et développement du programme CRISP

COMPOSANTE 2C
Substances Actives Marines (SAM)

B PROJET 2C-1:

Volet juridique - Proposition d'amélioration des Iégislations des pays insu-
laires pour le partage des bénéfices issus de la valorisation des SAM

B PROJET 2C-2:

Volet taxonomique - Amélioration de la connaissance des invertébrés ben-
thiques récifaux

B PROJET 2C-3:

Volet technologique - Isolement et identification de SAM

B PROJET 2C-4:

Volet de renforcement institutionnel - Formation de personnes ressources du
Pacifique insulaire
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Introduction

Les algues marines constituent une bioressourcertange, utilisée dans l'alimentation
mais également, par exemple, en médecine et enétolemie. La présence de composés tels que
les minéraux, les polysaccharides, les acides amd®tivés, les acides gras, les stérols, les
caroténoides et les polyphénols (ou composés phéee) est maintenant bien connue. Néanmoins,
depuis quelgues années, les polyphénols font tabjme attention particuliere. lls auraient unerdl
préventif des maladies cardiovasculaires et inflatmines mais aussi curatif de nombreuses
maladies, tels que les cancers (Fujiki et al., 1998 sont également des molécules a activités anti
oxydante (Larson, 1988 ; Rice-Evans et al., 1986)i-radicalaire et anti-inflammatoire (Surch et
al., 2001).

Les composés phénoliques, appelés aussi tanmins,des métabolites de défense ou de
stress présents chez les végétaux supérieurs aldass, notamment les algues brunes. Les
polyphénols sont constitués d'un cycle aromatiqué porte un ou plusieurs groupements
hydroxyles. lls protégent les végétaux contre péptisme (Ragan et Glombitza, 1986), les

brouteurs, les pathogenes et surtout les radiativh@Pavia et al, 1997).

Chez les végétaux supérieurs, les tannins sorgepi® en quantité importante et sont
devenus tres populaires sur « le marché », notamoeen trouvés dans le thé vert, le raisin ou les

olives.

Chez les algues, les polyphénols, dits phlorotersont de deux types : les bromophénols
chez les algues rouges et les polymeres de phiaingl chez les algues brunes (Ragan et Craigie,
1979). Parmi les Phaeophyceae, les Sargassaceaale@dju sont relativement pauvres en
phlorotannins, avec en moyenne, de 1,59 % par qatere seche pour les espéces tropicales
(Zubia, 2003), comparées aux Fucales et aux Dilig®ttempérées qui en possedent plus de 20%
(Connan, 2004). Cependant, ces teneurs sont imd@snpar de nombreux facteurs externes
(salinité, saison, radiation lumineuse) et interféssu, age, état de reproduction) (Ragan et
Glombitza, 1986).

Durant ce stage, cinq especes d’algues brufigstoseira sp.Sargassum spSargassum
polycystum Turbinaria conoideset Turbinaria ornata présentes sur différents sites de Nouvelle-
Calédonie et des lles Fiji ont été étudiées. Lapamme d’échantillonnage, qui a eu lieu en juin
2007 aux Fiji, s'est effectuée dans le cadre dgmmme « Biodiversité et substances marines
actives » du volet « molécules actives » du Cora¢fRnitiative in the South Pacific (CRISP),
soutenu par I’Agence Francaise pour le Développéfftenvention IRD-AFD CZZ3012-02 U). Ce
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travail intégre les deux domaines dans lesquetsvireint le LEBHAM, a savoir la taxonomie et la
recherche de substances actives chez les Sargassavec d’'une part, la mise en place d'une
méthode chimiotaxonomique, moins onéreuse et phypsde que les méthodes classiques de
biologie moléculaire, afin de distinguer les esgepmches morphologiquement et génétiquement
(Le Lann et al., 2008), et d’autre part, la recherd’extraits actifs, intéressant divers domaieés t
gue I'aquaculture, le biofouling et les secteursmap®dicaux et pharmaceutiques au sein des pays

partenaires.

Ce stage fait partie intégrante d’'une thése de ddatimenée par Klervid LANN sur la
« Valorisation de la biodiversité des macroalguesimes : recherche des composés actifs extraits
de quelgques genres tempérés et tropicaux d’'algused Sargassaceae ». Lors de cette étude, nous
nous sommes intéressés tout particulierement ampasés phénoliques et a leur teneur dans les
différents échantillons fournis. De plus, les atéis anti-radicalaire et anti-oxydante des extrauts
éte testées, permettant d’avoir une approche sigfense chimique de ces algues brunes en milieu

tropical.

| - Matériel et méthodes
1) Mateériel biologique

a. Especes de Sargassaceae étudiées

Durant les campagnes de récole, réalisées en2®@8 et en juin 2007, différentes especes
de Sargassaceae ont été collectées, conditionneetase puis envoyées en métropole sous forme
lyophilisée. Ce mode de conditionnement s’est avépéimal pour I'étude des composés
phénoliques et la mesure des activités biologigued.ann et al. sous presse).

Durant ce stage, les espéces des ge@retoseira Sargassumet Turbinaria ont été
etudiées. Ces trois genres appartiennent a laativiiesOchrophyta a la classe dd3haeophycege
a l'ordre ded-ucaleset a la famille deSargassaceaéNéanmoins, la taxonomie de ces genres est
difficile. A I'neure actuelle, 66 espéces @gstoseira 575 deSargassunet 30 deTurbinaria sont

connues, la taxonomie se basant sur des étudefiohagmues et moléculaires.

Des caractéristiques communes a chacun de cessgeeueent cependant étre données. Les
especes du genr@ystoseirasont caractérisées par une base, un ou plusieess dgressés, un
systeme de rameaux de plusieurs ordres et destaélmp intercalaires ou terminaux sur les

rameaux. Ces algues sont pérennantes. L'espedéetaidn’a pu étre déterminée.



Les especes du genBargassunprésentent un thalle souple, constitué d’'un axecimal
pérennant, généralement court, et de ramificalaésales annuelles souples et a croissance limitée
Dans cette étude, seule I'esp&argassum polycystu@. Agardha pu étre identifiée, les autres

especes de ce genre restant indéterminées.

Le genreTurbinaria est caractérisé par des especes au thalle rigalessé, I'axe principal
porte des axes coniques a croissance limitée (gesigies) dont la forme varie avec I'espéce. La
disposition des pleuridies forme un volume cyligde autour de l'axe principal. Les algues

étudiées ici sonturbinaria conoide$J. Agardh) Kitzinget Turbinaria ornata(Turner) J. Agardh

Ces 3 genres présentent un cycle de vie (ou cyclemloduction) monogénétique diplonte.

Ces espeéces sont aussi considérées comme hapigbésnd phase diploide (De Reviers, 2003).

b. Sites d’échantillonnage

Les Sargassaceae étudiées ici proviennent de NewWalédonie et des lles Fiji. Les algues
prélevées en Nouvelle Calédonie I'ont été duranixdeeriodes d’échantillonnages (avril 2006 et

juin 2007). La campagne d’échantillonnage aux Higiss’est déroulée au mois de Juin 2007.

La Nouvelle-Calédonie est un ensemble diles atchipels mélanésiens de ['Océan
Pacifique sud, a environ 1 200 km a l'est de I'Aalist et 1 500 km au nord-est de la Nouvelle-
Zélande. Le territoire jouit d'un climat tropicatéanique. La température annuelle moyenne est de
23°C. On partage l'année en deux saisons : larsalsmude et la saison fraiche. La saison chaude
ou été austral, de mi-novembre a mi-avril, avec tspératures maximales de 28 a 32°C,
commence avec une période de forte sécheressefimaisgvec un fort taux d'humidité. Elle
comprend également la saison des cyclones qui $étiter de mi-novembre a mai. La saison

fraiche, quant a elle, est plus seche, avec en meyges températures de 20 a 23°C.

D’autres algues étudiées ont, quant a elle, étandtlonnées sur les iles Fiji en juin 2007,
situées dans le Pacifigue Sud, au nord de la NmiZélande. Les Fiji bénéficient d'un climat
tropical humide, tempéré par les alizés, souffthnSud-Est. Les températures moyennes oscillent
entre 24 et 28 °C toute I'année. Entre novembieviéf a lieu la saison des pluies, accompagnée
d'une atmosphere chaude et trés humide, asseZagteuf Des tempétes, voire des cyclones,
peuvent surgir, entre décembre et mars. L'océanteeanche, atteint alors ses températures
maximales, autour de 28 °C. Entre mai et septersbrééroule la saison seche ou "fraiche" avec
des températures entre 22 et 26 °C et une eau id& 24e25 °C.

Les informations concernant les algues de catideétont resumées en Annexe 1.



2) Détermination de la teneur en composés
phénoliques

a. Extraction des composés phénoliques

L’extraction des polyphénols se fait grace au stivaéethanol-eau dont les proportions sont
de 50/50 (MeOH 50{figure 1)

Afin de limiter les risques d’oxydation des compopéénoliques, les processus d’extraction
et d’évaporation sont réalisés a I'abri de la lumide plus, les polyphénols étant sensibles a des
températures excessives, les extraits sont mamtedes températures inférieures a 40°C durant les

phases d’extraction et d’évaporation.

Apres extraction, les extraits sont centrifugédilets ; environ 150 mL seront récupérés
puis passés ensuite a I'évaporateur rotatif (R@padin d’éliminer le méthanol et de concentrer

ainsi I'extrait.

Au final, environ 25 mL d’extrait brut sont obtenuds sont ensuite stockés en chambre

froide et seront utilisés pour les études compldaiess.

L’extraction est réalisée en triplicata.

2 g d’algues lyophilisées + 150 mL de MeOH 50
Broyage au mixeur puis a l'ultra Turax
Extraction pendant 3h a 40°C a I'obscurité (paplaminium) sous agitation
Centrifugation pendant 15 min & 4°C & 4000 trnin
Filtration sur cot¢on de verre
Récupération du filtrat

Evaporation rotative

Récupération de I'extrait brut (volume final & njte

Figure 1: Protocole de I'extraction des composés phénobque



b. Dosage des composés phénoliques selon la
meéthode de Folin-Ciocalteu

La méthode de dosage des polyphénols choisie eséthode de Folin-Ciocalteu (1927)
adaptée par Van Alstyne en 1995. Cette méthodeodage est dérivée de la méthode de Folin-

Denis adaptée par Harrison et Durance (198§ure 2)

Les composés phénoliques se composent d’'un enchaied’'une unité de base: le
phloroglucinol (1, 3, 5-trihydroxybenzéne), congdide cycles aromatiques hydroxylés.

La méthode de Folin-Denis est basée sur I'oxydadies cycles phénoliques, couplée a la
réduction d’'acide phosphomolybdique. Cette méthdiffére de celle de Folin-Ciocalteu ou du
lithium sulfate, permettant de diminuer la formatiale précipité, facilitant la lecture de
I'absorbance, est ajouté au réactif de Folin-Debis plus, la méthode utilisée ici ne nécessite pas

de centrifugation et est plus rapide.

On utilise comme référence une gamme étalon préparpartir d’'une solution mere de

phloroglucinol & 100 pg.nit, avec des concentrations variant de 0 & 20 pg. mL

Le réactif de Folin-Ciocalteu de couleur jaune dtebleu en solution apres la réaction avec

les composés phénoliques totaux.

100 pL d’échantillon
+

50 uL de réactif de Folin-Ciocalteu
+

200 pL de NgCO; & 200 g.r*
+

650 pL d’eau déminéralisée
l Homogénéisation
70°C pendant 10 minutes
l Homogénéisation

Refroidissement dans un bain de glace pilée stapaaéaction

’

Lecture de I'absorbance a 700 nm

Figure 2 : Protocole de dosage des polyphénolsrskelanéthode de Folin-Ciocalteu



3) Détermination des activités anti-radicalaire et anti-
oxydante des extraits

La notion d’activité anti-oxydante est inévitablath@ssociée aux radicaux libres, c’est-a-

dire des molécules instables possédant un élestmompparié.

Ces radicaux libres recherchent un état plus stdwar ceci, ils capturent un électron a
'oxygene. Des formes particulierement actives '‘deylgéne sont ainsi produites telles que les

radicaux hydroxyle ou peroxyde, I'oxygéne sing@#ou I'anion superoxyde.

Les radicaux libres risquent de provoquer une otkgdale certains composants cellulaires
qui peuvent alors conduire a des dommages de I'AIDNa une peroxydation des lipides des
membranes plasmiques. L’'action des radicaux libpesit cependant étre contrée par des
mécanismes de défense cellulaire tels que les ypaasrs cellulaires qui détruisent les radicaux
libres ou des molécules anti-oxydantes telles gaatides aminés soufrés, I'acide urique et l'acide

ascorbique qui piegent ces radicaux.

Les algues, comme tout organisme vivant, ont seldgper des mécanismes de protection
contre les conditions de stress. Elles synthétisami des molécules pouvant agir a différents
niveaux. Les molécules anti-oxydantes chez lesealgeiont de nature lipophile (caroténoides,
vitamine E) et de nature hydrophile (polyphénolsygmbiliprotéines, vitamine C, enzymes telle la

superoxyde dismutase).

Les antioxydants peuvent inhiber la formation dgseees activées de I'oxygéne, constituant
la premiéere ligne de défense. lls peuvent égalenmdatrompre la chaine de propagation des
réactions d’oxydation conduisant a la dégradatesmtotéines, des lipides ou de ’ADN. Pour finir,

ils permettent la réparation des macromoléculesadiégs par le processus d’oxydation.

Des molécules, dont I'activité anti-oxydante eshroge, et qui pour certaines sont au
carrefour de nombre de réactions d'oxydo-réductiams le vivant, sont utilisées ici comme
témoins positifs. Il s’agit d’antioxydants d’origirsynthétique, le BHA (butylhydroxyanisole) et le

BHT (dibutylhydroxytoluene) ainsi que des antioxyt$ad’origine naturelle, les vitamines C et E.



a. Détermination de l'activité anti-radicalaire par la
méthode du DPPH sur microplaque

Cette méthode est basée sur l'utilisation d’'un aaldiibre, stable en solution: le 2,2
diphényl-1-pycrylhydrasyl (DPPH), utilisé préalamient par Connan (2004) et Le Lann (2006).

La solution de DPPH a 3,58:1@nol.L™* soit 21,15 mg dans 150 mL de méthanol 90%, doit
étre préparée trois heures a I'avance, a I'obstetitsous agitation facilitant la solubilisationlde
poudre de DPPH.

La réduction du DPPH s’accompagne par le passageaileur violette a la couleur jaune

de la solution, mesurable par spectrophotométsiéOanm. Il y a alors activité antiradicalaire.

La réduction du DPPH peut étre représentée comine su
[} [ J
DPPH + R-H> DPPH-H + R

L’absorbance lue est ensuite transformée en potagend’inhibition par rapport a
'absorbance de la solution témoin. La courbe matarelation entre le pourcentage d’inhibition et
la teneur en composés phénoliques n’étant padringeais logarithmique (plateau atteint vers 80%
d’inhibition), les extraits sont donc dilués pountenir un pourcentage d’inhibition compris entre 30
et 70% (Connan, 2004). Les dilutions réaliséescaumscde ces expériences sont de 1/2, 1/5 et 1/10,

en triplicata.

Afin de comparer les extraits entre eux, I'indi€e 50 est calculéll correspond a la

guantité en mg de composés phénoliques nécessair®lptenir environ 50% d’inhibition :

Concentration x &

IC 50=
% d’inhibition
Néanmoins, ce test n'est pas quantitatif ; il péreeeilement de comparer différents extraits

entre eux selon leur capacité a piéger le DPPHaah que radical libre, et ainsi d’apprécier

indirectement les variations qualitatives des cos@pghénoliques.

Ce test antioxydant est réalisé, en triplicata, microplaque permettant une utilisation

moindre des réactifs ainsi qu’un gain de tertfigsire 3)



200 pL de solution de DPPH a 3,58%1f0l.L*
+

20 pL d’extrait
Agiter a la main
Repos a I'obscurité pendant 1h

Lecture de I'absorbance a 540 nm

n.b. : ttmoins positifs :
- BHA
- BHT
- Vitamine E
- Vitmamine C
zéro du spectrophotometre : 20 pL gDHistillée + 200 uL de DPPH

Figure 3 : Protocole de la méthode de déterminatier’activité anti-oxydante du DPPH sur microplaqu

b. Détermination de I'activité anti-oxydante par la
méthode des B-carotene sur microplaque

Cette méthode est basée sur la perte de la cojdene dup-carotene et donc de la
consommation de celui-ci, due a la réaction aveadeicaux qui sont formés par I'oxydation de

I'acide linoléique en émulsion (Marco, 1968).

Le blanchissement ditcarotene, ralenti en présence d’antioxydantsnesturé par un suivi

spectrophotométrique a 470 nm. L'absorbance est lai@ au temps 0 puis au bout de deux heures.

Cette méthode est sensible, ceci étant d0 a la &bsorption d-caroténe mais est plus
lente que celle du DPPH. Récemment, la méthodeéaa#téliorée grace a [I'utilisation de

microplagues a 96 puits.

Cette méthode est largement utilisée dans I'évialmatie I'activité anti-oxydante de
différents types d’échantillons tels que les condgoseuls, les extraits de plantes, de graines, de

fruits, de légumes.

L’activité anti-oxydante peut étre alors décrige pn rapport, 'AAC.

(DOéch 120min— DObianc 120mid
AAC = X 1000
(Doblanc omin— DQblanc 120mia




Néanmoins, la comparaison entre échantillon esbgsiple, car la quantité de matiere testée
n'est pas exprimée. Un indice a alors était cld€:700 (Le Lann). En effet, la valeur de 'AAC
pour les témoins positifs tels que le BHA et le 881 d’environ 700. L'IC 700 correspond alors a la

guantité nécessaire pour obtenir un AAC de 700.

700 x AAGsch.

IC 700 =
[echantillon]

Nous utiliserons ici la méthode de Koleva et aD0@) en ce qui concerne les premieres
étapes de la manipulation puis celle de Kaur etokag2002) pour 'emploi de la microplaque
(figure 4)

Dissoudre 1mg dp-carotene dans 100 mL de chloroforme

Prélever 2 mL de cette solution
+
20 mg d’acide linoléique
+
200 mg df Tween-40

Eliminer le chloroforme a I'évaporateur rotatif @°&

Ajouter a I'extrait obtenu 50 mL d’eau distilléeymenée
(obtenue en faisant buller I'eau distillée pendimmin)

v

Bien mélanger

Au niveau de la microplaque

12 pL d’extrait ou éthanol ou témoin positif
+
180 pL de I'émulsion
dans chacun des puits de la microplague

Lire la DO éi450 nm (t=0)

Mettre un film sur la plague
+

Incuber a I’étuvci a 50°C pendant 2h
Lire la DO a 450 nm
n.b. : témoins positifs :
- BHA
- BHT
- Vitamine E
- Vitamine C



zéro du spectrophotomeétre : 12 pL d’édiabsolu
NB : chaque échantillon est testé en triplicata.

Figure 4 : Protocole de la méthode de détermination detiNéte anti-oxydante par la méthode ftcaroténe

4) Analyses statistiqgues des données :

Les données obtenues a la suite de cette sénmmadeulations ont été traitées de fagon
statistigue par des analyses de variances, a l'diddogiciel « Statgraphics ». Cependant, les
données étant des données biologiques, la normeditéainsi vérifiee. De plus, les données
provenant de quadrats réalisés au hasard, il exitendépendance de ceux-ci et donc des données.
Pour finir, la derniére condition d'utilisation H&NOVA est vérifiée en testant I'hnomogénéité des
variances grace au test de Cochran, Bartlett dieyfat.e test non paramétrique de Kruskal-Wallis
est utilisé lorsque les conditions d’applicationtdst précédent ne sont pas satisfaites, malgré une
transformation arcsin (asii(X+1)) des données. Toutes les analyses sonsééaliau seuil de

signification de 95%.

5) Abreviations utilisées

Afin de faciliter la visibilité des figures, debraviations ont été utilisées. La signification de

ces dernieres est présentée dans le tableau $souke

Tableau 1 : Signification des abréviations utilisée

Abréviations Signification
T. cono ST 28 Turbinaria conoidesStation 28
S.sp ST 3 Sargassum sfbtation 3
S.sp ST 28 Sargassum systation 28
Cysto Cystoseira sp.
T.cono A Turbinaria conoideA
T.cono B Turbinaria conoide®
T.orna Turbinari ornata
T.orna ST 11 Turbinaria ornataStation 11
S.poly FUGA Sargassum polycystuBtation FUGA
S.poly ST 14 Sargassum polycystuBtation 14
S.poly ST 27 Sargassum polycystuBtation 27
NC Nouvelle Calédonie
Témoins + Témoins positifs
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|| - Résultats

1) Teneur en composés phénoliques

En ce qui concerne la teneur en composés phéns|iguues effets ont pu étre démontrés

chez les Sargassaceae étuditgse 5).

Teneur en composeés phénoliques en
fonction des especes

1,9 N ]
151 % } 7]
L i )
c 1,1 % B
@ - } % ]
& - -
@) 077 N } 7]
0,3 N % % % % % 7]
_0,1 = oo NI 0s) % S « m Pond : < : a —
Y 7] c
= =
= n = 5‘ e 2 & U|_) 8 S
N a0 0 QO O K P u u
O O ©
o v - . c > 2 2
c 0 = = =
S n ) 5 S © o
- g 0w
- AN J J
Y~ Y Y~

Le Cap - NC Cote Oubliée - NC  Fiji

Espéces

Figure 5 : Teneur en composés phénoliques en fonctiongtexes et des stations.

a. Variations inter-génériques

Un effet « genre » est présent (test de Kruskaligyg < 0,01). En effet, la teneur en polyphénols
est nettement supérieure chez le geruebinaria (0,91 + 0,09 % de composés phénoliques par
gramme de matiere seche) que clsargassun(0,40 + 0,10 % de CP/g de MS) et que chez
Cystoseira(0,15 + 0,26 % de CP/g de MS). En effectuant st tles étendues multiples, nous
remarquons qu’il existe bien une différence sigaifive entreCystoseiraet Turbinaria et entre
Sargassurnet Turbinaria, mais aucune différence significative n’est visil@ntreCystoseiraet
Sargassum
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b. Variations inter-spécifiques

En plus de cet effet « genre », un effet « espgmeup étre montré dans le casldebinaria
En effectuant une Anova a un facteur et en considéa teneur en polyphénols chiazrbinaria en
fonction de l'espece, les différences en teneut s@nificatives (Anova, p = 0,002). La teneur
moyenne en composés phénoliques est de 1,10 #O@8 CP/g de MS podurbinaria conoides

tandis qu’elle n’est que de 0,67 + 0,09 % de CR/&I& pouiTurbinaria ornata

En revanche, en réalisant les mémes tests danaslaleSargassumles différences en
teneurs ne sont pas significatives (Anova, p =4),1dvec pouSargassum spne teneur de 0,63 +
0,18 % de CP/g de MS et de 0,25 + 0,15 % de C&MH pourSargassum polycystum

c. Variations spatiales

Pour finir, nous avons testé l'effet « site » ftde Kruskal-Wallis, p < 0,01). Il apparait
nettement que les algues provenant de station&idg®,28 + 0,11 % de CP/g de MS) ont une
teneur en composés phénoliques plus faible quescesues de Nouvelle-Calédonie. Néanmoins,
Cote Oubliée (0,91 + 0,11 % de CP/g de MS) et e @ar2 + 0,11 % de CP/g de MS) forment un
groupe homogéne au sein de la Nouvelle-Calédoreei & pu étre démontré grace a un test des

étendues multiples.

2) Activités anti-oxydante et anti-radicalaire des
échantillons

a. Activité anti-radicalaire déterminée par la
méthode du DPPH

Rappelons que plus I'IC 50 est fort, plus I'actvinti-radicalaire est faible.

Au sein de ce graphe récapitulatif, nous pouvossrdjuer des variations selon les genres,

les especes et les sitégure 6).
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Activité anti-radicalaire (DPPH) en fonction de
I'espece et du site
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Figure 6 : Activité anti-oxydante déterminée paméthode du DPPH en fonction des espéces et
des sites

Les témoins positifs possedent I'activité anti-cadhire la plus forte (IC 58 0,001 mg).

Avec le test du DPPH, pour les geni®argassumet Cystoseira aucune activité anti-
radicalaire n’a pu étre détectée. Pour le gdumbdinaria, par comparaison aux témoins positifs, il
apparait que lactivité anti-radicalaire du genfrarbinaria reste faible. Le test des étendues
multiples confirme I'existence d’une différencersigative entreCystoseiraet Turbinaria et entre
Sargassunet Turbinaria

En considérant les variations interspécifiqueszcherbinaria, nous remarquons que les
especegonoideset ornata different de maniére significative (Anova a un é&ot p < 0,001) avec
une activité anti-radicalaire inférieure potwrbinaria ornata (0,127 + 0,007 mg) par rapport a
Turbinaria conoideg0,072 + 0,006 mg).

Pour finir, nous pouvons constater que le sitena importance quant a I'activité anti-
radicalaire (Anova a un facteur, p < 0,001). Eretefhous remarquons que celle-ci est plus
importante pour les Fiji (0,07 + 0,01 mg) que ptag sites du Cap (0,00 mg) et de Céte Oubliee
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(0,10 £ 0,01 mg). Cependant, en effectuant undestétendues multiples, il apparait que Fiji et

Cote Oubliée forment un groupe homogene, diffédentCap.

b. Activité anti-oxydante déterminée par la méthode
du B-carotene

Comme précédemment, plus I'lC 700 sera fort, patiVité anti-oxydante sera faible.

Différents effets peuvent étre tirés de la figure 7

Activité anti-oxydante (B-caroténe) en fonction de
I'espece et du site
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Figure 7: Activité ant-oxydante g-caroténe) en fonction des espéeces et des

Nous remarquons que les témoins positifs ont effecient une activité anti-oxydante forte
(IC 700 < 0,001 mg pour le BHT, le BHA et la vitaraiC et IC 700 = 0,119 mg pour la vitamine
E).

Selon les genres, l'activité anti-oxydante préseatds différences significatives (Kruskal-
Wallis, p < 0,001). La plus faible des activités elsservée pour le gen&argassumavec un IC
700 de 0,552 #0,062 mg tandis que la plus forte se retrouve ¢tbealgues du genreurbinaria
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(IC 700 = 0,103 = 0,051 mg), comparable a celletée chez les témoins positifs (tests des
étendues multiples). Le genr€ystoseira quant a lui, présente une activité anti-oxydante
intermédiaire (IC 700 = 0,304 = 0,114 mg). La reaiion du test des étendues multiples indique
gue des différences significatives sont visibletreettes genressargassumet Turbinaria ainsi

gu’entreSargassunet les témoins positifs.

En considérant les variations interspécifiqueszcherbinaria, nous remarquons que les
especegonoideset ornata difféerent de maniere significative (Kruskal-Wallis,= 0,002) avec une
activité anti-oxydante supérieure pduwrbinaria ornata(lIC 700 = 0,077 + 0,012 mg) par rapport a
Turbinaria conoideq0,121 + 0,010 mg). En outre, aucune différengmiBcative n’est observée
pour les genreSargassunet CystoseiraEn ce qui concerne les espéces du géargassumnous
pouvons nous rendre compte qu'une différence saatife de I'activité anti-oxydante est
observable (Kruskal-Wallis, p = 0,01) en comparast especesSargassum polycystupossede
l'activité anti-oxydante la plus faible (IC 700 5887 + 0,120 mg). Néanmoins, il ne faut pas
oublier que l'autre catégorie (IC 700 = 0,244 +2%Ing) regroupe des algues dont I'espéece n’'a pu
étre identifiée.

Enfin, nous pouvons observer une différence digatie dans l'activité anti-oxydante selon
le site de préléevement (Kruskal-Wallis, p < 0,00Lgs algues provenant de Cote Oubliée
présentent les activités les plus élevées (IC 7@)080 + 0,062 mg) et celles des Fiji les plus
faibles (IC 700 = 0,549 + 0,070 mg). Le test desndties multiples présente les sites de la

Nouvelle-Calédonie comme un groupe homogene, diftade celui des Fiji.

3) Corrélation entre composés phénoliques et
activités anti-radicalaire et anti-oxydante

Aucune corrélation significative entre polyphénetsctivité anti-radicalaire n’a pu étre
démontrée. En ne considérant que le gé&arbinaria, seule une tendance est visible, mais aucune

corrélation significative n’a pu étre demontrée<3,42).

De méme, aucune relation n'a pu étre établie extngposés phénoliques et activité anti-
oxydante. Comme précédemment, seule une tendapaeadipet ceci en ne considérant que I'effet
« site : Le Cap » (r2=0,62).
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Il — Discussion

1) Teneurs en composés phénoliques

Les teneurs en composés phénoliques des différeppees étudiées sont I'objet de trois

effets : un effet « genre », un effet « espéceunaffet « site ».

Les résultats obtenus podiurbinaria et Sargassumsont en accord avec la littérature
(Le Lann, 2006 ; Stiger et al., 2004). Le fait dag¢eneur en polyphénols est deux fois plus élevée
chez le genrdurbinaria que chez le gen@argassumserait expliqué par le fait que les algues du
genre Sargassumauraient tendance a coloniser des sites a I'hye@misme important ou les
brouteurs y sont en quantités plus faibles, induigas teneurs moindre en composés phénoliques,
comme démontré sur des Sargassaceae de Polyraégjai$e (Stiger et al. 2004). Dans notre étude,
ceci ne peut étre confirmé, car le courant rest®nnu pour certaines zonganexe 2) Ces
variations pourraient alors s’expliquer par la nimipgie du thalle. La défense contre le broutage
s’organiserait differemment selon le genre. LeléhdesSargassumnest constitué de nombreuses
latérales flexibles, ce qui induirait une proteationécanique des juvéniles mais aussi une
autoprotection contre le broutage, alors Guebinaria, du fait de son port dressé, mettrait en place
une défense chimique pour protéger les recruks @ivéniles des herbivores (Stiger et al., 2004 ;
Le Lann, 2006). Néanmoingystoseirane confirme pas cette hypothése. En effet, lesealg
appartenant a ce genre ont un ou plusieurs axes&iraouples, mais leurs teneurs en polyphénols

restent tres faibles.

Entre les effets « espéce » et « site », une ebivaél relativement forte semble exister. Il
apparait quelurbinaria ornataprésente les plus faibles teneurs en composés |uinée® ceci
confirmant I'étude de Le Lann en 2006 pour des étl@ns des iles Salomon. Les especes
étudiées ici n'ont, cependant, pas été prélevées das biotopes similaires. Ldsirbinaria
provenant de Cbéte Oubliée possédent des valeurdaisa®, quelque soit I'espece étudiée.
Néanmoins, il est important de noter que ces dexsi®nt alors été prélevées dans un méme
biotope (platier corallien frangeant avec une fanfeience terrigene). Nous pouvons supposer que
la moyenne poufurbinaria ornataest diminuée par I'échantillon de la station 11 ppésente une
faible teneur en composés phénoliques. Cette tepeurimportante peut étre expliguée par la
typologie de la station. En effet, |la station llsésiée sur la pente externe d’un récif-barribrans
cette zone du récif, ’lhydrodynamisme est trés irtg, la pente est en contact avec I'océan ; ainsi
les quantités de brouteurs pouvant étre trés Rildenécessité de composés de défense est moindre.

En ce qui concerne les espéces du gSanrgassumles teneurs en polyphénols apparaissent plus
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faibles que celles observées dans la littératurBaegjassum spprésente les plus fortes teneurs
(annexe 3)(Steinberg, 1986 ; Van Alstyne et Paul, 1990).t€elifférence pourrait étre liée au
biotope ou a un épiphytisme plus important cBargassum spCertains auteurs ont démontré que
ces composeés phénoliques étaient a mettre enorelattec une défense contre I'épiphytisme
(Ragan et Glombitza, 1986). Mais cette hypothéaea’s pu étre confirmée car les algues nous ont

été envoyées lyophilisées.

Des variations intraspécifiques sont égalementbhldsj en relation avec le site de
prélevement. Nous remarquons que pour une mémeegpargassum polycystymprovenant
d’'un méme site (Le Cap), des différences de termpparaissent. Des auteurs ont démontre, qu’au
sein d’'une région donnée, les variations des tsnemrcomposés phénoliques seraient en relation
avec la salinité (Ragan et Glombitza, 1986) et/audisponibilité en nutriments et minéraux
(Steinberg, 1990). Cette difference peut égalem&skpliquer par la profondeur du site
d’échantillonnages et donc de la pénétration ddstians lumineuses. Stiger et al. (2004) ont
effectivement prouvé que les polyphénols ont ue ghlotoprotecteur. L’échantillon de la station 3
présente une teneur plus faible en phlorotannires @plui de la station 28. Or, la station 3 se
caractérise par un tombant corallien sur le pldtengeant. Les algues y poussent dans 6 m d’eau
maximum, alors qu’'a la station 28, les Fucalesiéagicroissent dans 1 a 2 m d’eau, et leur habitat
est situé sur le platier corallien interne. Airaiteneur en composés phénoliques, plus faible a la
station 3, pourrait étre expliquer par : (i) unesplaible pénétration des UV de par la profond@i)r,
une plus faible teneur de I'eau de mer en minémasentiels a la biosynthése des polyphénols
(Steinberg et Paul, 1990) a I'extérieur du platjei), une salinité plus faible a I'extérieur duagier.

Cependant, seule la premiere hypothése est aplglidahs notre étudennexe 2)

Pour finir, Céte Oubliée présente les plus foreeetirs de composés phénoliques. Ceci peut
étre d0 au fait que ces zones d’échantillonnage isfluencées par des apports terrigenes qui
permettraient une meilleure croissance de l'algimsi agu’'une plus grande quantité d’énergie
allouée lors de la formation de ces composeés. ten, éh production de polyphénols nécessiterait
un codt énergétique, se traduisant par une augtimntiu métabolisme et de la demande nutritive
ainsi que d'une diminution du taux de croissancay(lét Fenical, 1988 ; Steinberg, 1995). Ces
apports seraient possibles a Cote Oubliée quiessgffet, un platier corallien frangeant a forte

influence terrigene.
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2) Activités anti- radicalaire et anti-oxydante des
échantillons

Lors de cette étude, des différences significatimet pu étre notées. Il apparait clairement
gue seul le genr@urbinaria présente une activité anti-radicalaire. Néanmaieie activité reste
faible en comparaison des témoins positifs. L'atdianti-oxydante est, quant a elle, présente chez
toutes les algues étudiées mais avec des valenables. Le genrdurbinaria posséde également
l'activité anti-oxydante la plus élevée. Les ad#@si anti-oxydantes sont cependant faibles par

rapport a celles observées chez les témoins ositif

Il est cependant intéressant de constater quévitécanti-radicalaire la plus élevée est
présente cheZurbinaria conoidesalors que l'activité anti-oxydante la plus im@ote est visible
chezTurbinaria ornata Les teneurs en composés phénoliques de ces dpages sont néanmoins
différentes (teneur supérieure poturbinaria conoides Nous pourrions alors envisager que
I'activité anti-radicalaire résulterait majoritainent des composés phénoliques.

Fujimoto et Kaneda (1984) et Pavia et al (1997)d#mhontré I'existence d’'une corrélation
entre la teneur en composeés phénoliques et I'&etanti-radicalaire. Cependant, dans cette étude,
aucune corrélation significative n'a pu étre déméat Une corrélation similaire entre composés
phénoliques et activité anti-oxydante a égalemgnimontrée dans la littérature (Pavia et al., 1997)
Comme précédemment, nous ne pouvons confirmettéaaliure. La quantité de polyphénols ne
semble donc pas déterminer ces activitts comme Hav®ns supposé précédemment. Les
différences d’activités seraient probablement (gt fde différences qualitatives dans la nature de
ces composeés phénoliques (Koleva et al., 2002fteh ces auteurs ont montré que I'activité anti-
oxydante ferait majoritairement appel a des compbpéphiles (pigments apolaires, lipides neutres,
acides gras, phospholipides...). Leur étude a prouwed’activité anti-oxydante dépend du substrat
employé et que I'acide linoléique utilisé dans léthode dis-caroténe peut influencer le degré de
dissociation des antioxydants acides. Ainsi, ilapfirait que les genr&argassunet Cystoseiraet
I'especeTurbinaria ornatapossederaient une activité anti-oxydante due aoleposés lipophiles,
confirmant les résultats obtenus par Le Lann er6200

Il a été démontré que la production de polyphémakaires nécessiterait une demande
éenergétique moindre que celle de métabolites sed@sdlipophiles. Or, les composés phénoliques
apolaires sont majoritairement retrouvés chez lgsea tropicales (Fox, 1981). En réalite, la
majorité des théories établit un rapport entrertaipction des composés phénoliques et les facteurs
environnementaux (nutriments, lumiéeres). Steinkargaul (1990) ont proposé I'hypothese selon

laquelle la production de polyphénols polaires isdnaitée par la disponibilité dions métaux
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divalents, nécessaires a leur biosynthese (Mayédfaeel, 1979). Ces métaux agiraient comme
cofacteurs pour des enzymes telle que la polyphéxalase ; ainsi, si les eaux tropicales sont
déficientes en métaux traces, la production de csdgpphénoliques polaires pourrait étre affectée.
Ces explications pourraient expliquer le fait q@uactivité anti-radicalaire soit visible pour le
genreTurbinaria sur le site de Cote Oubliée. En effet, il est ingnat de rappeler que cette région

subit des apports terrigénes pouvant apporterocesmeétaux.

De plus, l'effet antioxydant des composés lipoghifurrait étre I'action synergétique
(Fujimoto et Kaneda, 1980). Les travaux de Le Tugdwal. (1998) confirment ceci en montrant que
chez plusieurs especes de Fucales tempéréesngmsés lipophiles augmenteraient I'action anti-

oxydante de la vitamine E.

Pour finir, il est possible, qu’en réalité, lesigtés anti-radicalaire et anti-oxydante soient
présentes chez toutes les algues de cette étude,fonanies par des composés autres que les
polyphénols extraits. Ces activités pourraient @gaint étre apportées par des pigments tels que les
caroténoides qui sont, grace a leurs longues chaiolginsaturées, de bons piégeurs de radicaux
libres (Krinsky, 1994). L'action anti-oxydante dmsoténoides dépendrait également de la présence

de vitamine E.
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IV - Conclusion

Grace a cette étude, il apparait que la teneaoeposés phénoliques dépend de trois effets :
un effet « genre », un effet « espece » et un efféte ». Le genr&urbinaria présente les quantités
en polyphénols les plus importantes des trois geérediés ici. Les effets « genre » et « espéce »
semblent fortement corrélés a I'effet « site ».effiet, les facteurs environnementaux affecteraient
la production de polyphénols. Ces variations deuenrésulteraient de :

- la chimie de I'eau due par exemple aux apportfggenes ;

- I'hnydrodynamisme plus ou moins important selonsiéss ;

- les radiations lumineuses différentes selon lagmadéur du site de prélevement ;
- la présence ou I'absence de brouteurs ;
- les variations d’allocation d’énergie entre la prction, la croissance et la défense.

En ce qui concerne les activités anti-radicalairargi-oxydante, elles ne sont pas retrouvees
chez toutes les algues de cette étude. Cependaulgssles activités resultant de composeés
avec des variations interspécifiques. Les geBargassunet Cystoseirane possédent quant a eux
gu’'une activité anti-oxydante qui pourraient éteeftuit de composés lipophiles. Ces derniers

augmenteraient I'activité anti-oxydante de la vitaenE.

Cependant, des travaux supplémentaires d’idertifitades composés lipophiles et
hydrophiles des algues seraient nécessaires ppuofapdir ce travail et vérifier les hypothéses
établies quant a leur réle dans les activités radlicalaire et anti-oxydante. Il serait également
intéressant de mettre en évidence si des competegjie des pigments seraient a l'origine

d’activités anti-radicalaire et/ou anti-oxydante.
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Annexes

Annexe 1 : Liste des Sargassaceae étudiées (sdescechémas : NIO : National Institute of

Oceanography)
Genre Espéce Station Lieu de récolte Dg te de
récolte
Cystoseira sp Le Cap — Nouvelle Calédonie Juin 2007
FUGA
polycystum| ST14 = F14 Fiji
Sargassum ST 27 Juin 2007
sp ST 28 Le Cap — Nouvelle Calédonie
ST3
Sargassum polycystum
. ST 28 Le Cap — Nouvelle Calédonie Juin 2007
conoides
. Cote Oubliée — Nouvelle Calédonie Avril 2006
Turbinaria ornata .
ST 11 Fiji Juin 2007
sp Cote Oubliée — Nouvelle Calédonje Avril 2006

Turbinaria conoides

o Turbinaria ornata




Annexe 2 : Caractéristiques des sites de préléveamen

Pro | Pro Distanc
Sit N. Latitude Longitude Date Localité Situation f f Commentaire € Coura Milieu Typologi | Typologi
e | station min | ma parcour nt el e2
i X ue
platier corallien
platier récifal de dalle et sable récif pente
ST11 15/05/07 de pente 2 3 grossier avec - récif barrie
interner patch de arriere | externe
16°11.480 179°27.927 ; 100
madrépores
platier platier de sable platier
FUGA 16/05/07 devant le 0,5 1 vaseux avec nul lagon frangeant herbier
Vanua village couverture de
Levu phanérogames gt
quelques zones
de blocs
= . . latier coralliens latier .
I | sT14 | 16°08.181| 179°39.624  17/05/p7 eoediairel 1| 2 detitigues 50 nul | lagon| PEBL | platier
portant de
grandes
Sargasses
bord de
mangrove,
platier cotier platier envasé ente
ST 27 17°57.200 179°15.100  24/05/p7 Ngau devantle 0,5 1 avec blocs 100 nul cotier c%tiére platier
village détritiques, et
bordure
corallienne
NC | 21°30'50"S | 165°12'58"E| 08/06/07 c}e Cap 1] 2 herbier a lagon | PAUET | 1o bier
o oulevin phanérogames interne
S tombant du pente
3 ST3 22°19'660S| 165°52'118E 13/06/07 6 platier corallien cotiere platier
g Prony frangeant
© | ST28 | 22°00'024S| 166°53'336E  12/06/07 platier cotier e .
o rangeant baie
§ Ouinné, 1 > platier corallien platier platier
prd Cote 21°59 398 166°44.991  26/03/ 6Baie du frangeant, forte interne | corallien
Oubliée ' ' Cap infuence
Tonnede terrigene




Annexe 3 : Teneurs moyennes en composés phénaligepeces de Sargassum et de

Turbinaria de différentes régions tropicales ettsapicales

Genres | Espéces Composés phénoliques (% _ Référenpes
MS) bibliographiques
% 0’1229 ilgiécé%m Steinberg (1986)
8 sP 2,05— 2,53 Steinberg al.(1991)
c 0,63 +0,18 (NC — Le Cap) cette étude
(‘,)U polycystum 0,84 + 0,23 Van Alstyne et Paul (1990)
C.A Agardh 0,25 + 0,15 (Fiji) cette étude
conoides o1 161(,|557 - S Kesava Rao et Untawale (199C
,68 0, au Lagoon,
(Jkﬁf’z?;‘;h) 1,27 + 0,08 (Nggela NW, SI) Le Lann (2006)
1,10 £ 0,08 (NC — Cbte OQubliée cette étude
0,77 £0,14 (T) Steinberg (1986)
1,44 -1,62 (G) Van Alstyne et Paul (1990)
-% 0,93 - 0,97 (G) Steinberg (1986)
c 2,2—-2,9 (Arue, T) .
= ormata 1,29 + 0,012 (FR, Paea, T) Zubia (2003)
— 1,12 £ 0,012 (IBR, Punnauia, T .
(Turner) 55,004 (OBR, Punaauia, T Stigeret al. (2004)
J.Agardh :
1,41 £ 0,025 (Tahara'a, T) Stigeret al. (non publié)
1,58 + 0,015 (Tarava, T) '
0,26 + 0,03 (AP. Island, SI) Le Lann (2006)
0,84 + 0,04 (NC — Cbte Oubliée cette étude
0,42 + 0,04 (Fiji)

FR : récif frangeanfFringing Reef) IBR : récif-barriere intérieufinner Barrier Reef)

OBR : récif-barriére extérieu(®uter Barrier Reef) GBR : Grande Barriere de Corail
(Great Barrier Reef)G : Gaum ; T : Tahiti ; Sl : lles Salom{®olomons Islands)NC :

Nouvelle-Calédonie

Source ‘STIGER et al (2004) et LE LANN (2006)
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Résumeé : Cette étude a eu pour but la détermination derlaur en composés phénoliques
(extraction méthanol 50 et dosage selon Folin-Qiegn et des activités anti-radicalaire
(méthode du DPPH) et anti-oxydante (méthodeB-aarotene) chez des algues des genres
Turbinaria, Sargassumet Cystoseira récoltées dans le Pacifique Sud. La teneur en
polyphénols dépend de trois effets : un effet «genun effet « espéce » et un effet « site »
relativement marqué. L’activité anti-radicalair@st, quant a elle, retrouvée que chez le genre
Turbinaria. Les composeés lipophiles seraient a I'origine’detivité anti-oxydante des algues
des genreSargassunet Cystoseira
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B-caroteneTurbinaria, SargassumCystoseira

Claire FERRET . Work experience report of Masters degree 1 : “Sea
and Coast Sciences speciality Marine Biology Sciences” IUEM - 2008 :
Study of the phenolic compounds content and antioxi dant
potential of these compounds, from several Sargassa  ceae
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Abstract . The aim of this study is to determine the phenctintent (extraction methanol
50 and measurement according to Folin-Ciocalteu) e radical scavenging (using the
DPPH method) and antioxidative (using fhearoten method) activities amongrbinaria,
Sargassumand Cystoseira seaweeds collected in the South Pacific. The obontd
polyphenols depends on three factors : a “genustbfaa “species” factor and a reatively
important “spatial” factor. Antiradical activity ipresent only within the genulRurbinaria
Lipophilic compounds would be at the origin of axidative activity forSargassumand
Cystoseiragenera.
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