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Résumé

Ce travail vise a étudier la spiruline cultive dans deux régions différentes (Aures
X1 ; Tamanrasset X2), en comparant la composition de I’extraits EOH et MOH et leur activité
antioxydante, la détection des métabolites secondaires et la dosage des polyphénols et des
activités biologiques. La screening chimique a abouti a la présence de saponines, de
flavonoides et de phénols pour les spirulines X1 et X2, et a l'absence d'alcaloides et
d'anthocyanes, Le rendement de I'extrait EOH dans X1(18.40%) et dans X2(13.80%), est
supérieur a celui de I'extrait MOH pour les deux spiruline , et pour La mesure de teneur on
polyphénols on a, obtenue un tenure on phénol est égale (12.54 mg ) a MOH ,dans la
spiruline X1 supeérieur a celle de la spiruline X(2.95) a EOH , et pour la musser de tenure on
flavonoide montré que les résultats musser de la tenure de flavonoide sont similaires entre
X1(1.56 mg) a MOH et X2 (0.05mg) & EOH . En estimant I'activité antioxydant a I'aide du
test de piégeage du radical libres DPPH et le test de réduction de FRAP, les résultats du test
DPPH ont montré la supériorité de I'extrait MOH(74.75%) sur l'extrait EOH(69.93%) . et
dans le test FRAP les résultat était similaire ,que l'extrait MOH (78%) et I'extrait
EOH(77%).

Les mots clé :Arthrosphira platansis, DPPH, FRAP , extrait méthanolique, extrait

éthanolique .



Abstract

This work aims to study spirulina grown in two different regions X1 and X2, by
comparing the composition of EOH and MOH extracts and their antioxidant activity, the
detection of secondary metabolites and the assay of polyphenols and biological activities. The
chemical screening resulted in the presence of saponins, flavonoids and phenols for spirulina
X1 and X2, and the absence of alkaloids and anthocyanins, The yield of the EOH extract in
X1 (18.40%) and in X2 (13.80%), is higher than that of the MOH extract for the two
spirulina, and for The musser of tenure on polyphenols is obtained, a tenure on phenol is
equal (12.54 mg) to MOH, in spirulina X1 higher than that of spirulina X(2.95) at EOH, and
for the flavonoid tenure musser showed that the flavonoid tenure musser results are similar
between X1(1.56mg) at MOH and X2 (0.05mg) at EOH. By estimating the antioxidant
activity using the FRAP and DPPH free radical inhibition test, the results of the DPPH test
showed the superiority of the MOH extract (74.75%) over the EOH extract (69.93%). and in
the FRAP test the results were similar to the MOH extract (78%) and the EOH extract (77%).

Keywords :Arthrosphira Platansis DPPH, FRAP, , MOH(methanolic)
,EOH(ethanolic). Algeria



uadle

4 aall A e @l g X1 X2 Gidliae (pilaia (e Ll g jaa Al 50 () Jeall 38 Ciagy
Gl ) N se e CadSll Audjall sda Geatiy A gl 5 AN claliiud)
Gl 53 83U 5 Sl salball 3 a5 e (PSSl GRS dul | daa o) ) cildaliall 5 | J siadl) Cilagae
353 e O 350 pall dnailly Lal Dl 1Y) 5 Sl sl b 5 ) XD X2 L g DS J il
S sitiall Galiiudl 353 5e e 5S) (13.80%)X2 25 (18.40%) X1 & A sliy) Galiiudl
(12.54mg) Ll s o i 685 Y giadll dpwilly Jgiadl) apael oSl i) g 0 X2 X1E
XL & Ly 4l il culsd cily puddll daaly W) ((7.98mg )X2  ex1
Lo la Y 53 aladiuly 3003 saliaall cillalial) 4l o JMA (4e5,(0.05mg)x2  5(1.52mg
paliiud) ol DPPH Jbia) & milill & yela) DPPH all jiall e jlisly, FRAP sl
il S FRAP sl By, (69.9%) (AsluY) paliivd) e G5 (%74.75) (sl
(77%) A S paliinal 5 (78%) (sl paliiuall dualld 4, i

Sl s (aliine, it paliis | DPPH FRAP Ll s yust dualidal) cilalel



Liste des figures

N Titre Page
1 Spiruline en microscope 5
2 Morphologie de spiruline 6
3 Ultrastructure de S. Platensise en microscope 7
4 Cycle biologique 8
5 Composition chimique de la spiruline 16
6 Bilan de la phtosynthese au niveau du spiruline 17
7 Réaction d’un donneur d’hydrogéne (antioxyadante) avec le radical DPPH 37
8 Le rendement des extraites éthanolique et méthanolique 44
9 Courbe étalon d’acide gallique pour le dosage des polyphénols pour extrait 45
éthanolique
10 Courbe étalon d’acide gallique pour le dosage des polyphénols pour extrait 46
méthanolique
11 Teneurs en polyphénols des deux extrait de deux spiruline X1 et x2 46
12 Courbe standard de la quercitine pour le dosage des flavonoides dans I’extrait 47
méthaolique
13 Teneurs en flavonoides des deux extrait de deux spiruline X1 et X2 . 48
14 Courbe pour une solution éthanolique certifiée de DPPH 48
15 Courbe pour une solution MOH certifiée de DPPH. 49
16 Pourcentage I’inbition de radicaux libre DPPH 50
17 Valeurs IC50 inhibitrices pour 50% de racine de DPPH pour les extraits 50
éthanolique et méthanolique ,1’acide ascorbique et a-tocopherol
18 Courbe de I’acide ascorbique dans le FRAP. 51




Liste des tableaux

n | Titre Page
01 | Composition des Glucide 17
02 | Composition typique en pourcentage des principaux acides gras de trois especes 18
de spiruline
03 | Teneur en acides nucléique 19
04 | Composition des minéraux 20
05 | Composition des pigment 22
06 | Matériels, solutions, réactifs et les appareils usagés en macération méthanolique | 30
et éthanolique
07 | En estimant les composés phénoliques, nous avons utilisé des dosage 30
08 | Les solutions , les mitrailles , les appareilles utilisé dans la activité antioxydante 31
09 | Résultats du screening phytochimique de spiruline 40
10 | Les résultats des extraits de rendement des éxtraits etudiés 43




Liste des Abréviation

_AA: Acide Ascorbique (Vitamine C).

_Abs contréle: Absorbance de Solution son extrait.
_Abs échantillon: Absorbance de Solution avec extrait
_Ac: Absorbance de Controle.

_AICI3: Trichlorure d'Aluminium.

_As: Absorbance de DPPH avec I'échantillon.
_DMSO : Dimethyl sulfoxide

_DPPH : 2,2'Diphenyl-1-picrylhdrazyl.

_ EOH: Exrait éthanolique.

_ FRAP :Ferric Reducing Antioxydant Power
_ 1 %: Pourcentage d'Inhibition.

IC50 : Inihibion concentration 50%.

_ Mg EAG/g ME: Milligramme Equivalent Acide Gallique sur Gramme des Matiéres
d'Extraits

_ MM: Macération.
_ R %: Pourcentage de Rendement
_TCA: Trichloroacetic Acid.

_ MOH: Extrait méthanolique.



Sommaire

Remerciements
¢ laa)
Résumé

Liste des figures

Liste des tableaux
liste des abriviation

Introduction
Partie Bibliographie
Chapitre |

Généralité sur spiruline

I.1. DEFINItIoN de 12 SPIFUIING ....c.ooviiiiiiiie e 5
I I 0] (0] 1] =SSP PSRRI 5
1.3. Morphologie de SPITUIINE.........oiiiiee e 6
L4, U STFUCKUIE ...ttt ettt e et e eneenne et e eneesneeneaneenreas 7
1.5, CYCIE DIOIOGIGUE ..ot bbbt 8
1.6 ECOIOGIE ... bbbttt bbb 8
I.7. Condition de la croissance de 1a SPIrUlINg ...........cccoieiiiii i 9
1.7.1. Effet de la lumiére sur la croissance de 1a Spiruling............ccccoovveveiieci e, 10
1.7.2. Effet de la source de N sur 1a SpIrulineg ..........ccooeiieiiiii i, 10
1.8. Applications principales de 1a SPIrUIINe...........cccveviiiiiicie e 10
1.8.1. En alimentation NUMAINE ..........coooiiiiiiiiie e 10
1.8.2. EN COSMELIGUE .....veeveetieie ettt ettt ettt e et ste et eeae e s beebeensesaeesreensesneenne e 11
(IR e T o 0o (=T [ T OSSPSR 12
(@8 0T T o T I PP UPR TSP 14
BIoChIMIE dE SPITULING ...coviiiiee e e e e et te e e 14
1L, PROTOSYNINESE ...ttt ettt sttt e be e sae e reenneeneenae e 15

[1.1.1. Phase PhotOChIMIQUE ..........coiiieieieese e 15



11.1.2. Phase d'assimilation de CO2Z ... 15

11.2. Composition biochimique de 1a SPIruliNe...........ccoiiiiiiiii e, 16
O o 0] (=TT PSSR 17
B ] 11T o 2 RSP RTRPS 18
2 I o o L= SRRSO 18
0 0 R I 10Dl 1 o o[- OSSR 18
I 0 Ao o[-0 | OSSR 19
I1.1.4. ACIUES NUCIEIQUES ......otieiie ettt ettt reebe e sraesneeneesnaenne e 20
L L5, VITAIMINE Lttt bbbttt b bbbt 20
G T Y T3 T=T = TU SRS USSR ORRPR 20
[1.3. MEtahOlite SECONTAITE. .......i i 21
11.3.1. COMPOSES PHENOTIGUES ..ottt nne e 21
[1.3.2. FIAVONOTURS. ...ttt bbb bbb e 22
[1.3.3. ALCAIOTAERS ... et b e bbb 22
R0 =T 1= 0] [0 OSSR 22
F1.3.5, PIOMEBNT. ...ttt bbbt 23
CRAPITIE T .ttt b et b bbbt e e e 24
Activité Biologique de SPITUTINE ..o 24
1.1, ACHIVITE ANTIOXIAANTE .....o.veiicieeieeeee ettt na e, 25
I11.2. ACtiVIte antimiCrODIENNE ........eiieieiereee et 25
I11.3. Activité anti-inflamatoire ..........c.coveieieiiii e 25
HHE.LAACLIVITE ANTICANCETBUSE ....e.vviveeiiereeiesiesie st te et ettt e e aesaesresreeneeneeneenens 26
HH1.1.5 ACLIVItE @NEIVIFAIE ......cviieiicececee e e 27

Partie pratique
Chapitre |
Matériel et Méthodes

IRV (= T LSRR 30
1.1.1. Matériels DIOIOGIGUE .....c.ocviiieie e 30
1.1.2. MAEEIIEIS ULIIISES ...ttt 30
1.1.2.1. SCreening CRIMIQUE.....cc.uiiiieiiie ittt ettt e e e sbe e e teesneeanaeennneas 30
1.1.2.2 EXEFACTION ...ttt ettt ettt sttt se ettt e et e nb e beene e beenne e 30
1.1. 2.4. L’¢étude de ’activité biologique de la spiruling ............cccooveviiiiiiieiiiiciicecc, 32

L2, IMIBENOAES ... ettt e e e e et e ettt e e e e e e e e e e e aeeaaans 32



1.2.1. SCreening ChIMIQUE. ........oiiiiie ettt st neesne e 32

0 I Yo o) [ =2 SRRSO 32
0 A I T 10O P SR 33
1.2.1.3 COMPOSES FEUUCTEULS .....uviiiiietiiteieeie sttt ettt sb e 33
I AT T o To [0 1] o [T OSSR 33
0 T AN 1410y V7 U3 1= OSSR 33
1.2.1.6 AICAIOTAES ...ttt st 34
0 A I ] (=1 0T 0TSSR 34
1.2.2, EXEFACTION ...ttt ettt bbbkt b et et b bbb et 34
1.2.2.1. Macération MEthanOIIQUE ...........ccveiuieiiiie e 34
1.2.2.2. Macération thanOliQUE............coueiieiiee et 34
1.2.2.3. Rendement des MACEIAtIONS. .......cceriiiiiiirieieie ettt 35
1.2.3. Dosage des compOSES PRENOIIGUES ........cveieeiuieieiiecie e 35
1.2.3.1. Dosage des polyphénols tOtAUX...........cceiieiierieiieieece e 35
1.2.3.2. D0osage des FIaVONOTUE .........cccouiiieieeie e 36
[.3.Etude de I’activité biologique de 1a SPIruline ..........ccovviiiiiiiiiciiie e 36
1.2.4. ACLIVITE ANTIOXYUANTE ....c.eiuiieieieiet ettt st 36
| S T B ) o S L SRR PSP 36
I N PRSP 38

Chapitre 11

Résultats et discussion

[1.1 Résultat de SCreening ChimMiQUE .........ooeiiiieieice e 41
11.2. Rendement de MACEIALION .........ccceveiieiieiiie ettt 43
11.3. Dosage des POlYPhENOIS tOTAUX .........eoviiriiiiieicee et 45
11.3.1. Dosage des cOmMPOSES PRENOTIGUES.........ccveveriiierieieieeieieesie e 45
11.3.2. D0Sage deS FIAVONOTAE ..........civveiiieiecie ettt st nne e 47
1.4, ACHIVItE ANtIOXYUANTE. ....cviiiiiie ittt sre e re e b e nae e 49
FLA.L DPPH ..ttt ettt b et eaens 49
RETEIEINCES ...ttt ettt et R e R sttt Reereene et e neas 57

YA 812 G TR 62



Introduction

Les plantes meédicinales et aromatiques sont des organisme photosynthétique
riche en métabolites primaire (lipide, carbohydrate) et métabolites secondaire( phénol ,
flavonoid, tanine ) , ses compositions biochimiques se varie selon 1’espece utilisé et les
conditions climatiques, elles sont utilisées comme remede pour guérir plusieurs maladies, les
plantes les plus utilisées sont les plantes supérieurs comme menthe et thé, mais il existe aussi
les plantes inférieurs dans différentes applications alimentaires et dans le domaine de la santé

comme les champignons et les microalgues.

Les microalgue, sont des organismes microscopiques unicellulaires
photosynthétiques qui se développent dans les milieux fortement aqueux et sont capables de
convertir I’énergie lumineuse et une source de carbone (CO2) en un ensemble de produits
organiques. On utilise le terme « micro » car la taille d'une microalgue varie de quelques

micrometres a une centaine de micrometres (Dejoye C.,2013).

Les microalgue sont utilisées par I'nomme depuis des centaines d'années comme
nourriture, fourrage, remédes et engrais. Les premiéres traces d'utilisation d'algues remontent
a 13 000 ans au Chili, ont été retrouvés dans des foyers et des artefacts de pierre situés dans
les restes de huttes domestiques sur le site archéologique du Monte Verde au sud du Chili.
Toutes les algues sont comestibles et ont d'importantes propriétés médicinales ,parmi ces

algue spiruline.

La spiruline, dite "microalgue bleu-vert" de forme spiralée qui pousse et vit dans les
lacs salés et les océans, a été découverte par le monde comme calment en 1962. elle est
capable d’utiliser 1’énergie de la lumiére pour la photosynthése et pour la production

d’oxygen. Elle est reconnue comme 1'un des aliments les plus nutritifs de la planéte ,

Dans le monde l'utilisation de la spiruline dans des différents domaines alimentaire ,
cosmétique et pharmaceutique. récemment la spiruline est adopté par OMS dans un projet de

la cultiver et la multiplier pour les populations sous-alimenteées.



En Algérie, la premiére ferme a été & Tamenrasset elle cultive la spiruline
traditionnellement, cette spiruline est utilisee a des fins alimentaire, il était utilisé aussi bien

en cuisine qu'en couscous.

A cette raison, vya-t-il différent de [l'activité biologique entre les spiruline
(Arthrospira platensis) cultivées en Algérie ? étude,est —ce qu'elle les méme composition de

métabolite secondaire ?

Le but de nos travaux est de détecter les métabolites secondaires de la spiruline,

d’étudier les activités biologiques et d’apprendre la différence entre la spiruline.
Le présent travail est subdivisé en deux parties:
La premiére partie (partie théorique) est constituée par trois chapitres, Chapitre I:

Généralité sur la spiruline , Chapitre II: la biochimie de la spiruline ,Chapitre III:
I’activité biologique de spiruline .La deuxieme partie (partie pratique) avec deux chapitres,
Chapitre I: la presentation des matériels et méthodes utilisees , Chapitre II: résultats et

discussion .

Enfin les conclusions essentielles sur l'ensemble de ce travail ainsi que les

perspectives de sa continuité seront dégagées.



Partie
Bibliographie




Chapitre |

Generalite sur spiruline




I.1. Définition de la spiruline

La spiruline est une microalgue bleu-vert photosynthétique, filamenteuse et
multicellulaire qui pousse dans une large gamme d'eau douce, marine et saumatre. Il pousse
bien dans un environnement hautement alcalin de pH 10-12 ( Marrezl,al2018) C'est un
organisme procaryote qui partage avec les plantes la capacité d’effectuer de la photosynthése.
A partir de composés minéraux, d’eau, et de 1’énergiec lumineuse captée grice a leur
chlorophylle, elles transforment le gaz carbonique et dégagent 1’oxygene ( Ahounon ,2018 )
ils sont apparues sur terre il y a environ 3,5 milliards d'années. On estime que ce sont ces
algues qui, durant un autre milliard d'années, jusqu'a I'apparition de la premiere plante, ont
assuré la photosynthése sur notre planéte, agissant ainsi sur le phénoméne de la régulation

atmosphérique .( Choopani , 2017).

12 um
I oo |

UTEX #2720
Arthrospira fusiformis © UT-Ausin

Figure 01:spiruline en microscope (J.P. Jourdan, 2013)

1.2. Taxonomie

La Spiruline est une cyanobactérie (anciennement désignée par le terme « algue
bleue » puis cyanophycée). Elle appartient donc au domaine des bactéries (Bacteria) et se
classe parmi les bactéries gram négatives. Les cyanobactéries forment 1’essentiel des bactéries
capables de photosynthése avec production d’oxygeéne et peuvent étre unicellulaires ou
pluricellulaires.( Loic Charpy,al 2018)

La spiruline est classée

_Regne : Monera

_Group ou Sous Régne :Procaryotes



_Embranchement: Cyanophyta

_Class : Cyanophyceae

_Ordre: Nostocales ( Oscillatoriales)

_Famille: Oscillatoriaceae

_Genre : Oscillatoria

_Sous genre: Spiruline

_Especes : Arthrosphira platensis (BENAHMED, 2012).
1.3. Morphologie de spiruline

La longueur moyenne de la spiruline est de 250 micromeétres lorsqu'elle comporte 7
spires. 1l est constitué de filaments mobiles (10 a 12 pm de diamétre) non ramifiés et enroulés
en spirales (Bsnehila ,2015)

La principale caractéristique morphologique d'Arthrospira est la disposition typique
de sa forme cylindrique multicellulaire en forme de Hélice généralement ouverte avec un
diamétre relativement grand, parfois Mince aux extrémités et avec des parois transversales
claires. En revanche, la spiruline a une forme tendue trichome, généralement ferme, uniforme
et étroit Diameétre de la vis (0,5 - 3 m), généralement des cellules a parois transversales

Invisible au microscope optique, sans trou de gaz et avec Grains proéminents (Claudio,

Giuseppe) .On trouve des formes spiralées classiques, ondulées et parfois droites
(Bsnehila ,2015)

=2

10 pm

Figure 02: Morphologie de spiruline (Nowicka et al.,2019).



1.4. Ultra structure

L'organisation cellulaire et d'A. platensis, observée en microscopie électronique,est
typique de celui des organismes procaryotes, étant dépourvu d'une morphologie limitée noyau
et des plastes et présentant une enveloppe externe de type gram-négatif( Vonshak, 1798)

La largeur des trichomes varie de 6 a 12 J .I. m, et est composé de cellules
cylindriques. L'hélice diameétre varie de 30 a 70 J .l .m ; la longueur du trichome est d'environ
500 J .1 .m, paroi cellulaire Les trichomes sont entourés d'une fine gaine diffluente. La gaine a
une épaisseur d'environ 0,5 um et a une structure fibrillaire en forme de filet Le matériau de
la gaine, excrété par les pores assis sur la paroi cellulaire, a été pensé étre impliqué dans le
mouvement du filament La paroi cellulaire multicouche est mince, environ 40 a 60 nm, et a
une structure facilement détectable. couche dense aux électrons correspondant au
peptidoglycane . Le régulier des parois transversales espacées qui divisent le trichome en
cellules, reliées par des plasmodesmes, sont formés par la croissance centripéte et I'extension
du peptidoglycane et du couche plus interne de la paroi cellulaire vers le centre de la cellule
(Martba, 2003)

Figure 03 : Ultrastructure de S. platensis en microscope (Motham, 2012)



1.5. Cycle biologique

Un aspect fondamental de la biologie de la Spiruline est son cycle de vie en raison
de la taxonomie, implications physiologiques et de culture. Cette périodese résume en trois
étapes fondamentales: fragmentation des trichomes, cellules d'hormogonie les processus
d'élargissement et de maturation, et allongement des trichomes. Les trichomes matures sont
divisé en plusieurs petits filaments ou hormogonie par la formation antérieure de cellules
specialisées, les cellules de nécridium, dans lesquellesle matériel cellulaire est réabsorbé
permettant fragmentation. Le nombre de cellules dans le les hormogonies sont augmentées
par la fission binaire. Pour ce processus, les trichomes poussent dans le sens de la longueur et
prend leur forro hélicoidal (Martba ,2003)

Mecridies

rOBET B

Figure 04: cycle biologique de la spiruline (Loic Charpy,al 2008)

1.6. Ecologie

Les Cyanobactéries sont, avec les bactéries, les étres les plus anciens. Des le
Dévonien moyen, on trouve des Stigonématales typiques avec une organisation complexe et
des héterocystes différenciés. Mais des formes plus simples rappelant les Oscillaires ont été
signalées dans le Précambrien des Etats Unis, remontant a deux milliards d’années.

A cette ancienneté géologique s’ajoute une extréme plasticité écologique qui fait que
les Cyanobactéries se rencontrent en tout lieu et en tout pays. Elles peuplent aussi bien les
neiges et les glaces des pdles et des montagnes que les eaux thermales les plus chaudes. On
les trouve aussi bien dans les sables des déserts que sur les parois des montagnes ou elles

subissent sans dommage froid extréme, insolation et sécheresse. Elles croissent en mer
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comme en eau douce, dans les lagunes sursalées ou les marais salants. Elles peuvent perforer
les coquilles calcaires, carier les rochers (galets sculptés du lac d’Annecy) ou, au contraire,
édifier des tufs. Les Cyanobactéries peuvent vivre dans les eaux polluées ou les vases riches
en hydrogene sulfuré. Ainsi Oscillatoria rubescens est un excellent indicateur biologique qui
apparait et forme des fleurs d’eau de couleur rouge, trés spectaculaires, dans les lacs alpins en
voie de pollution.

Certaines especes, cependant, sont confinées aux régions chaudes du globe, tandis
que le plus grand nombre de Cyanobactéries est ubiquiste. De plus, elles constituent les
gonidies, c’est-a-dire les cellules d’origine algale, d’un grand nombre de Lichens. Les
cyanophycées sont un élément important du phytoplancton et certains étangs piscicoles leur
doivent leur rendement exceptionnel en poissons. Par contre, certaines especes donnent un
godt et une odeur de vase aux poissons qui les consomment.

Elles sont plus tolérantes aux environnements extrémes que les algues eucaryotes.

La composition en base de I'ADN d'une variété de cyanobactéries (formes
unicellulaires) a été déterminée, elles renferment entre 35-71 % de G+C (groupe comportant
des membres avec de faibles interrelations). D'autre part les de G+C pour les hétérocystes
varient entre 39-47%.

En raison du manque de caractéristiques physiologiques qui pourraient étre utilisées
pour classer les cyanobactéries, les techniques de taxonomie moléculaire peuvent jouer sans
doute un réle majeur pour leur identification et leur classification.

Les cyanobactéries sont probablement les premiers organismes photosynthétiques
dégageant de I'oxygene et sont responsables de la transformation de I'atmospheére initiale

anaérobie en atmospheére aérobie.( Mouffok, 2021)

1.7. Condition de la croissance de la spiruline

La spiruline est une espece photo autolitotrophe (grace a ses pigments
chlorophylliens), aérobie. Par conséquent, elle est dotée des photosystemes I et 11 (Merceron,
2006). La photosynthese constitue alors la clé de sa croissance.

Pour sa photosynthése, la spiruline a besoin d’eau, de carbone, et d’éléments nutritifs
dont l’azote en particulier. Elle assimile une source de carbone minéral (le CO2
atmosphérique) et la convertit en énergie biochimigquement utilisable représentée par le
glucose. Son point commun avec les autres cyanobactéries est qu’elle ne possede pas le cycle

de Krebs complet (Fox, 1999).



1.7.1. Effet de la lumiére sur la croissance de la spiruline

L'effet de la qualité de la lumiere mixte avec des lampes LED rouges, bleues et
vertes sur la croissance d'Arthrospira platensis a été étudié, de maniére a jeter les bases
théoriqu es et techniques pour établir un systeme d'éclairage de photo-bioréacteur pour une
application dans I'espace. Entre-temps, des indices, comme la morphologie, le taux de
croissance, les compositions de pigments photosynthétiques, I'efficacité énergétique et les
principaux composants nutritionnels, ont été mesurés respectivement. Les résultats ont montré
que la lumiére bleue combinée a la lumiére rouge pouvait diminuer I'étanchéité de filament, et
I'effet de la lumiére verte était opposé. La combinaison de la lumier bleue ou de la lumiére
verte avec la lumiere rouge induit la filaments pour devenir plus courts en longueur. Le
traitement 8R2B pourrait favoriser la croissance d'Arthrospira platensis de maniére
significative, et sa secheresse le poids a atteint 1,36 g L-1, soit 25,93 % de plus que le témoi.(
Toudert, 2020).

1.7.2. Effet de la source de N sur la spiruline

La culture d'Arthrospira platensis (Spirulina platensis) dans I'urine humaine a été
étudiée pour obtenir une biomasse précieuse. NO3-N était la bonne source de N, en
comparaison avec d'autres sources de N, y compris l'urée, le NH4-N et le NO2-N. En
consequence, la nitrification aérobie d'urine humaine a été réalisée, avec un pourcentage de
nitrification supérieur a 93,6 % finalement atteint avec une charge de N total (TN) de 46,52
mg/(L-d), dans lequel Arthrospira platensis a été cultivé avec succes. Les principales
compositions de la biomasse obtenue sont proches de ceux en milieu de Zarrouk. Ainsi, il est
possible de cultiver Arthrospira platensis dans de I'urine humaine nitrifiée pour la production

alimentaire danssystemes de support de vie biorégénératifs (BLSS). (Toudert , 2020).

1.8. Applications principales de la spiruline
1.8.1. En alimentation humaine

Grace a son excellent profil nutritionnel, la spiruline peut générer plusieurs
performances :

e En enrayant la malnutrition, elle est utilisée par des humanitaires et des médecins sous
forme de poudre afin de la mélanger a des céréales ou a de 1’eau, pour sauver des
enfants atteints de malnutrition sévere. Elle se révéle plus efficace que les
médicaments pour pallier toutes les carences et traiter les effets des maladies qui

découlent de la famine comme le marasme ou la kwashiorkor (Fox, 1999) ;
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Pour les sportifs, sa consommation facilite I’effort et permet une meilleure
récupeération;

Considerer comme une excellente source de vitamines B9 et B12 ainsi que de fer, la
spiruline est bien adaptée aux femmes enceintes car elle leur permet d’accéder a tous
les nutriments essentiels. Grace a la phycocyanine qui augmente 1’oxygénation des
muscles et limite les crampes utérines, ces femmes peuvent mieux se préparer a
I’accouchement et mieux récupérer par la suite aprés avoir pallié la fatigue causée par
I’allaitement ( Lahoucin ;2019)

Par sa composition, la spiruline convient tres bien aux enfants et adolescents ainsi
qu’au bébé en adge de consommer des protéines. Son apport en éléments essentiels de
qualité, ainsi que sa haute assimilabilité, sont idéaux pour les organismes en
développement. Trois a cing grammes par jour suffisent pour éviter les carences et
éliminer les toxines liées a la restauration rapide adorée des ados. Elle apporte
également un plus sur la qualité de la peau (Vidalo, 2015)

Sous la loupe de la diététique, la spiruline est utilisée comme complément protéique
bénéfique pour la santé. Agissant comme un produit coupe faim, elle réduit I’appétit et
optimise I’apport énergétique (Tremblin et Moreau, 2017) .

En agroalimentaire, elle est utilisée comme colorant naturel (la phycocyanine est un
des rares pigments naturels de couleur bleue) dans les chewing-gums, sorbets,
sucreries, produits laitiers, boissons non alcoolisées. Elle apparait également dans une
gamme de produits algaux mélangée a du sel, des tagliatelles etc. En Suisse et au

Japon, il existe depuis longtemps du pain a la Spiruline (Boudaoud, 2016).

1.8.2. En cosmétique

Certains laboratoires de soins cosmétiques ont introduit la spiruline dans des crémes,

des shampoings ou des sérums qu’ils commercialisent du fait du nombre non négligeable

d’actifs naturels retrouvés dans cette cyanobactérie (acides aminés, oligoéléments, anti

oxydants, minéraux, vitamines, acides nucléiques (composants de I’ADN), protéines, acides

gras essentiels, (Banks, 2007). Grace a ses propriétés anti-oxydantes qui empéchent la

formation de radicaux libres, la spiruline améliore la souplesse et 1’¢lasticité de la peau et

donc retarde son vieillissement et apporte brillance et résistance aux ongles et aux cheveux

par les nutriments et les oligoéléments qu’elle concentre (Banks, 2007). Considéré comme un

aliment « beauté » d’exception, la spiruline est utilisée aujourd’hui dans les soins anti-ages a

11



connotation marine, dans la préparation de produits de soins en spa et thalasso (masques
visage, enveloppements corporels), comme soins réparateurs et fortifiants des cheveux et des
ongles, en cataplasme et enveloppement marins, comme soin revitalisant pour le corps ou
masque mineralisant du visage (Casal,2019).

1.8.3. En médecine

De la composition exceptionnelle de la spiruline, découlent de multiples applications
thérapeutiques dont les plus importantes sont :
[1 Le renforcement des défenses immunitaires (une opportunité pour lutter contre les maladies
opportunistes);
(1 Le traitement de certaines affections dermatologiques.
[1 Elle constitue également un partenaire efficace pour calmer les douleurs rhumatismales et
I’arthrose, la lutte contre 1’ostéoporose, I’exceés de cholestérol, I’hypertension, et les allergies.
Elle protege le coeur et augmenterait la régénération des cellules cérébrales (Dupont et al.,
2014).

Toutes ces applications thérapeutiques de la spiruline ont permis aujourd’hui sa vente

et sa consommation comme complément alimentaire.
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Chapitre |1

Biochimie de spiruline




11.1. Photosynthése

Pres de la moitié de l'activité photosynthétique sur terre est réalisee par des
organismes aquatiques qui ne représentent pourtant que 1% de la biomasse totale (Falkowski
and Raven, 2007). La photosynthese qui signifie littéralement « synthése réalisée a I'aide de
I'énergie lumineuse » est le processus par lequel les microalgues transforment I'énergie
lumineuse en énergie chimique et fixent le carbone inorganique dissous (CID) . Il en résulte la
synthése de matiére organique et la production d'oxygene. Ainsi l'activité photosynthétique
est la fixation du CO2 et la production d'O2 via les mécanismes de la photosynthése. Elle se
compose de deux phases indépendantes chimiquement et physiquement. mais liées par des

intermédiaires communs et des régulations enzymatiques.

11.1.1. Phase photochimique

Est la phase dite éclairée de la photosynthése, elle se déroule dans les membranes
thylacoidiennes, en présence de lumiére. La captation de I'énergie lumineuse s'effectue grace
aux pigments photorécepteurs présents dans la membrane des thylacoides. Les pigments
majoritairement présents sont la chlorophylle et les caroténoides (comme le béta-caroténe).
Ces pigments sont regroupés dans les photosystémes pour capter au mieux la lumiére. Un
photosystéme est une entité composée d'une antenne et d'un centre réactionnel L'antenne.
intégrée dans la membrane thylacoidienne. est composée de centaines de pigments associés a

des protéines et des lipides.

11.1.2. Phase d'assimilation de CO2

Cette phase se déroule dans le stroma et ne nécessite pas directement de la lumiere.
Cette phase va réduire le CO2 en matiéres organiques (glueides, lipides et protéines) (Zeng et
al., 2011). L'ATP et le NADPH, H formés lors de la phase photochimique sont nécessaires
pour la fixation du carbone. Le CO, va interagir avec le ribulose 1-5, diphosphate dans une
réaction catalysce par 1'enzyme nommée RubisCo. Cette enzyme est done responsable de la
fixation catalytique du CO, dans la cellule (Langley et al., 2012). La fixation de carbone est
dépendante des produits crées pendant la phase éclairée mais ne dépend pas directement de
I'énergie lumineuse. Par contre cette phase a besoin d'un apport continu en ribulose 1-5,
diphosphate. Cette molécule est régénérée lors du cycle de Calvin . Le cycle de Calvin est
composé de trois phases : la phase de carboxylation (intégration du CO2), la phase de
réduction, la phase de régéneration (Hu, 2004). Pour une molécule de CO2 fixée, trois
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molécules d'ATP et deux molécules de NADPH, H sont consommées. Dans des conditions
optimales, 10 a 16 moles de photons sont nécessaires pour fixer une mole de CO: (Richmond,
2004). En théorie huit moles de CO2 sont nécessaires. Les moles en plus correspondent aux

besoins minimums de la cellule en énergie. (Cadoret et Bernard, 2008).

BILAN DE LA PHOTOSYNTHESE AU NIVEAU DU CHIL.OROPILASTE

Energie

Stroma
2 I} g(_i) “ 0, Ht Thylakoide
wm |

PHASE

synthitase
?lT PHOTOCHIMIQUE

ATP
ATIP AR + IPi

BIOCHIMIQUE

 Chla

< N\

2 RH; 2R

Cycle Triose (Cs3)
APG de phosphate "
Grain
Calvin d’amidon
P =p Glucose
phosphate
Matiéres
CO; RuBP organiques

Figure (05) : bilan de la phtosynthese au niveau du chloroplaste. (http://svtmarcq.over-

blog.com/article-le-deroulement-de-la-photosynthese-et-ses-consequences-term-s-spe-
70270525.html)

11.2. Composition biochimique de la spiruline

La spiruline contient en moyenne, en poids sec, jusqu'a 70 % de protéines, 15 a 25 %
de glucides et prés de 11 % de lipides ainsi que des vitamines, des mineraux (principalement
des oligoéléments), de la chlorophylle A et des phycobiliprotéines. La variation des

conditions de culture impacte sur la composition biochimique de la spiruline.
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Figure (06) : Composition chimique de la spiruline (Lecointre, 2017).

11.2.1. Protéine

La spiruline comprend dans sa composition entre 60 et 70% de protéines, 15% de
glucides, 6% de lipides, 7% de minéraux et de 3 a 6% d’eau (Figure 05) (Niangoren, 2017).
Les protéines présentes sont considérées comme le principal atout de cette algue, car aucun

aliment n’en concentre autant (Barth et Léo, 2019).

La spiruline est utile dans I'alimentation humaine, en raison protéines de la haute
qualité et de la quantité de ses protéines. La valeur nutritive d'une protéine est liée a la qualité
des acides aminés, au coefficient de digestibilité, ainsi qu'a sa valeur biologique acide aminé
indispensable qui ne peut étre synthétisé de novo par I'organisme et doit donc étre fourni par
I'alimentation La Spiruline posséde la plupart des acides aminés dont les acides amines
essentiels que sont I'isoleucine (lle), la leucine (Leu), la lysine (Lys), la méthionine (Met), la
phénylalanine (Phe), la thréonine (Thr), le tryptophane (Trp) et la valine (Val). Les plus fortes
teneurs sont celles de la leucine, la valine et l'isoleucine. Les acides aminés soufrés
(méthionine et cystéine) ainsi que d'autres non-soufrés (tryptophane, lysine et I'histidine),
essentiels chez I'enfant, sont peu abondants, ce qui relativise sa richesse protéique (Charpy,
2008).



11.2.2 Glucides

Représentant 15 a 25 % de la matiere séche, les glucides sont constituants de la
membrane de la spirulineLa plupart des glucides sont constitués de polyméres tels que I'amino
glucosan (1,9 % du poids sec) et des rhamnosans aminés (9,7 %) ou encore du glycogéne (0,5
%).

Les glucides simples ne sont présents qu'en tres faible quantité et sont le glucose,
fructose et saccharose. Il existe également des polyols tels que le glycérol, le mannitol et le
sorbitol( Hurni ,2006)

D'un point de vue nutritionnel, le seul glucide intéressant par la quantité qu'il
contient La spiruline est un phosphate de miso-inositol et est une excellente source de
phosphore organique Ainsi que I'inositol (350-850 mg/kg de matiére seche)

Tableau 01 : composition des Glucide . (Pascaud et al., 1993).

Eléments chimiques Pourcentage
Glucide simple Trace
Glucosane 1.9
Rhamnosame 9.7
Cyclitols 2 3
Immulina 052

11.2.3 Lipide

11.2.3.1 Taux lipide

Le pourcentage des lipides totaux est compris entre 6 et 13 % du poids sec en
spiruline(.Melle.Ben 2015)

Ces lipides totaux peuvent étre séparés en une fraction saponifiable (83 %) et une
fraction insaponifiable contenant essentiellement des paraffines, des pigments, des alcools
terpéniques et des stérols . La fraction saponifiable est surtout composée de monogalactosyl
diglycérides et de digalactosyl diglycérides, 23%, de sulfoquinovosyl diglycéride, 5%, et de
phosphatidyl glycérol, 25.9% . On ne trouve ni phosphatidyl choline, ni phosphatidyl
éthanolamine, ni phosphatidyl inositol en quantités appréciables. Les triglycérides sont rares
0.3%. On détecte en outre 4.6% de phospholipides indéfinis(.J. falquet 2006)
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11.1.1.2 Acide gras

On considere que chez I'hnomme, les besoins en acides gras essentiels sont de 1 ou
2% des calories alimentaires pour I'adulte et de 3% pour les enfants . Il est maintenant bien
établi que I'apport de lipides essentiels influe (entre autres) sur le systeme immunitaire tant
humoral que cellulaire( Hurni 2006).

Les acides gras se distinguent par la longueur de leur chaine carbonée et leur degré
d’insaturation. (Bsnehila 2015).

La composition des principaux acides gras de 3 espéeces de Spiruline révele la
présence d’une forte concentration en acides gras essentiels (acides gras insaturés C18). Ces
acides gras incluent les oméga-3 et des oméga-6 qui sont qualifiés d’essentiels car I'organisme
humain en a absolument besoin et ne peut les produire . Les acides gras omega-3 et oméga-6
de la Spiruline préviendraient I’accumulation de cholestérol dans 1’organisme. Ceci pourrait
expliquer en partie la diminution des taux en cholestérol et triglycérides observés lors des
expériences de L’acide gamma-linolénique (non-essentiel car il peut étre synthétisé a partir de
I'acide gras linoléique) constitue 10 a 20% des acides gras (soit 1-2% du poids sec) chez
Spirulina maxima et jusqu’a 40% chez S. platensis, (soit 4% du poids sec). La Spiruline
figurerait parmi les meilleures sources connues d’acide gamma-linolénique

Les sulfolipides tels les sulfoguinovosyl diglycérides qui représentent 5% de la
fraction saponifiable intéressent les chercheurs pour leur activité protectrice contre des
infections virales( Charp, 2008)

Tableau 02: Composition typique en pourcentage des principaux acides gras de trois especes

de spiruline (Pascaud et al., 1993).

Acide gras Pourcentage
palmitique (16:0) 25.5
palmitoléique (16:1) oméga-6 3.8
stéarique (18:0) 1.7

oléique (18:1) oméga-6 16.6
linoléique (18:2) oméga-6 40.1
gamma-linolénique(18:3)méga-6 40.1
alpha-linolénique (18:3) oméga-3 Absant
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11.1.4. Acides nucléiques

La spiruline contient 2,2%-3,5% d'ARN et 0,6%-1% d'ADN, qui représente moins de
5% de ces acides, basé sur le poids sec. Ces valeurs sont plus petites que celles d'autres
microalgues comme la Chlorella et Scenedesme ( Jaime. Be 2003)
admissible a long terme d'acide nucléique se situe aux alentours de quatre grammes par jour,
pour un adulte (Boudéne, 1975). Il faut ajouter que I'ARN produit deux fois plus d'acide
urique que I'ADN, pour une méme teneur en purines et que I'élévation du taux d'acide urique
dépend aussi de multiples facteurs, tels que I'age, le sexe ou encore l'obésité... Chez S.
Platensis comme chez S. Maxima, on rapporte des valeurs de 4.2 a 6% d'acides nucléiques
totaux dans la matiere seche ). La proportion d’ADN serait d'un quart a un tiers par rapport a
I'ARN (15). Ces chiffres sont a mettre en rapport avec d'autres aliments . La teneur en acides
nucléiques des spirulines est tres inférieure a celle de la généralité des unicellulair ( Hurni
,2006)

Tableau 03 : teneur en acides nucléique ( Borwitzka , 1988).

Aliments Acides nucléique (% mat. séche)
Viande de boeuf 1.5

Foie de boeuf 2.2

Spiruline 4 6

Levure 23

11.1.5. Vitamine

Parmi les aliments, la spiruline a un parent concentration élevée en provitamine A.
Une dose excessive de 3 carotene peut étre toxique, mais lorsque le Pcaroténe est ingéré de la
Spiruline ou un autre légume, il est généralement inoffensif car I'organisme humain ne se
convertit qu'en vitamine A la quantité dont elle a besoin . La spiruline est une source trés riche
en vitamine B12 , et c'est une raison pour laquelle ces les cyanobactéries sont d'une grande
valeur pour les gens besoin de suppléments dans le traitement de anémie
pernicieuse(Sancbezl, al 2003 ).
11.1.6. Minéraux

La différence entre minéraux et oligo-éléments est qu'un minéral excéde 1/10 000 du
poids du corps alors qu’un oligo-élément est present dans des quantités 10 fois moindre ; ainsi

les besoins en minéraux sont de 1’ordre du gramme alors que les besoins en oligo-élément
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sont de I'ordre du milligramme ou microgramme Les minéraux spécialement intéressants
chez la spiruline sont le fer, le zinc, le magnésium, le calcium, le phosphore et le potassium (7
% du poids sec). Selon le pH et la composition du milieu de culture, elle absorbe plus ou
moins les minéraux d’ou des teneurs variables. Concernant le fer, il est 2 a 3 fois mieux
assimilé que celui des légumes ou de la viande. En effet, le fer de la spiruline n’est pas a 1’état
libre mais chélaté a des acides aminés qui vont favoriser son absorptio (MANET 2016)

Tableau 04 :composition des minéraux.( Audry ,2016)

Minéraux mg 100g-1
Calcium 130
sodium 0.09
Magnesium 25-50
Phosphore 67
Potassium 100-200
fer 7-18

Zinc 0.4

11.3. Métabolite secondaire

En revanche, les cyanobactéries produisent une grande variété de métabolites qui
peuvent étre des peptides de faibles poids moléculaires, des composés phénoliques, des
flavonoides ,des alcaloides, des terpénoides, (FALQUET et HURNI, 2006). La plupart de
ces métabolites sont accumulés dans la biomasse cyanobactérienne, mais cela n’empéche pas
que certaines cyanobactéries comme S. platensis excrétent ces métabolites dans leur
environnement, d’ou leurs nominations par certains auteurs « d’exo-métabolites ou de

métabolites extracellulaires ».

11.3.1. Composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des dérivés non azotés ou leurs molécules sont
formées par une ou plusieurs noyaux aromatiques avec un ou plusieurs groupes hydroxyles.
Chimiquement, les polyphénols peuvent étre divisés en plusieurs catégories en se basant sur le
nombre d’atome de carbone dans les squelettes de base, ces structures peuvent étre sous
forme libres ou liées a I’ester ou hétérosides telles que des acides phénoliques, des

flavonoides, isoflavonoides, stilbenes et les tanins sous forme un polymeres phénoliques
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(Ludmila ,et al, 2015). Les différentes classes de ces composés phénoliques sont classées
dans le tableau ci-dessous. ( Abdalaziz, 2017).

11.3.2. Flavonoides

Les flavonoides sont parmi les polyphénols qui possédent un squelette de base a 15
atomes de carbone constitués de deux cycles phényles, les cycles A et B, reliés par une chaine
a trois carbones (structure en C6-C3-C6). La chaine en C3 entre les cycles A et B est
communément cyclisé pour former le cycle C. Les flavonoides sont capables d'exercer en plus
des proprietés antioxydantes, des propriétés anti-inflammatoires, antiallergiques et anti-
ulcérogenes. Certains, Ils ont été surnommés les « modificateurs naturels des réponses
biologiques » (Bougandoura, 2010), alors que les tanins sont une famille complexe de
principes actifs. 1ls ont la capacité de former des complexes avec des macromolécules (les
protéines, glucide ...) et des liaisons entre les fibres de collagénes. Leur structure chimique
est particulierement variable, mais comporte toujours une partie polyphénolique ; il existe
deux catégories de tanins, d'origine biosynthétiques différente : les tanins hydrolysables et les
tanins condensés (Boutalbi , 2014).

11.3.3. Alcaloides

En outre, les alcaloides forment un groupe hétérogéne du point de vue de leur
structure, de leurs propriétés et de leurs effets biologiques. La plupart des alcaloides sont
dérivés d’acide aminés tels que le tryptophane, la lysine, ’asparate, ’anthranilate, la
phénylalanine et la tyrosine. Ces acides aminés sont décarboxylés en amines et couplées a
d’autres squelettes carbonés (CYRIL, 2001). lls agissent directement sur le systéme nerveux
avec des effets sur la conscience et la motricité. Leur action sur le systéme nerveux peut aller
jusqu’a une action antispasmodique, et mydriatique, anesthésique locale ou analgésique et
narcotique. D’autres effets pharmacologiques sont attribués également aux alcaloides telles
que, anti-malaria, anti-hypertensive, antitussive, stimulant centrale, de-pressant cardiaque, et

anti-tumeur (Bougandoura, 2010 ;)

11.3.4. Terpénoides

Les terpénoides est attribué a tous les composés possédant une structure moléculaire
construite d’'un monomeére a 5 carbones appelé « isoprene » liées avec une ou plusieurs
fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone, acide, lactone,...ect). Nous distinguons : les

terpénes proprement dit mono-terpénes en C10, les sesquiterpénes en C15, les di-terpenes en
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C20, les tri terpenes (C30) (exemple : les stéroides), les tétras terpénes (C40) et les poly
terpénes (~4 000) (Boutalbi, 2014). Nous pouvons citer les caroténoides qui sont les mieux
connus des terpénoides dont ils représentent un large groupe de pigments naturels de couleurs
jaune, orange et rouge. lls sont tres répandus dans les plantes, les algues, et différents
microorganismes. lls se composent de 40 atomes de carbone, huit unités isoprénoides a cinq
carbones (C5), et une longue chaine hydrocarbonée polyene qui peut contenir de 9 a 15
liaisons conjuguées. En plus du pouvoir colorant, ils ont des propriétes de prévention contre

les maladies chroniques et du cancer .( Abdalazize,2017)

11.3.5. Pigment

Certains pigments naturels se trouvent dans la Spiruline, Ces pigments sont
responsables des couleurs caractéristiques de certaines especes de flarningo qui en
consomment cyanobactéries dans la vallée africaine. ( Martba. S ,, Jaime. B 2003)

La Spiruline contient des chlorophylles dont la chlorophylle a (typique des
végétaux), des caroténoides dont le principal est le B-carotene et des phycobiliprotéines telles
la phycocyanine et la phycoérythrine (Charpy .L ,Marie.J 2008)

Tableau 05 : Composition des pigment.(Ghennai Anissa ,2018)

Pigments Teneur mg 100g-1
Catéchine 2,27

Chlorophyll a 1500

Phycatéchol 2,89

Epicatéchine 2,75
Xanthophyllles 160
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Chapitre I

Activitée Biologigque de

spiruline




I11.1. Activité Antioxidante

Les propriétés antioxydantes de la Spiruline et de ses extrait sont récemment retenu
I'attention des chercheurs. Dans une des premiéres études ( Belay ,2002) , ont évalué I'activité
antioxydante des caroténoides, des composes phénoliques et des tocophérols extraits de
Spirulina maxima. Ils ont découvert que les composés phénoliques responsables des
caractéristiques antioxydantes des algues eétaient des acides organiques (caféique,

chlorogénique, quinique, salicylique, synaptique et trans-cinnamique).

Arthrosphira platensis a des caractéristiques de piégeage des radicaux libres et une
activité antioxydante en raison d'un certain nombre de pigments naturels tels que la
zéaxanthine, la B-cryptoxanthine, les xanthophylles, la chlorophylle, le B-caroténe, la
phycoérythrine et la phycocyanine, la myxoxanthophylle et I'échinenone . La structure
chimique de la chlorophylle est similaire a celle de I'némoglobine. La chlorophylle peut
stimuler la croissance des tissus en facilitant un échange rapide de dioxyde de carbone et
d'oxygene . Les dérivés de la chlorophylle comme le phéophorbide b et la phéophytine b sont

de puissants antioxydants( Hajati,2015)

I11.2. Activité antimicrobienne

Ont rapporté que divers extraits de spiruline ont montré une activité antimicrobienne
sur les bactéries gram-positives et gram-négatives. Cependant, il a été rapporté que Spirulina
platensis est plus efficace sur les bactéries gram-positives que sur les bactéries gram-
négatives). Cela peut étre d0 au fait que la paroi cellulaire des bactéries gram-positives est
constituée d'une seule couche, alors que les bactéries gram-négatives ont des parois cellulaires
multicouches . L'activité antibactérienne de I'extrait d'algues pourrait étre due a la présence de
différents produits chimiques tels que le 1-octadécéne, le 1-heptadécane , les flavonoides, les
triterpénoides, les composeés phénoliques, les acides gras , , acide acrylique ou groupe
hydroxyle libre . Les acides gras a longue chaine insaturés et saturés (plus de 10 carbones)

peuvent lyser les protoplastes de la bactérie( Al-Ghanayem,2017)

111.3. Activité anti-inflamatoire

Le pigment « phycocyanine », qui recueille la lumiére, fait partie des
phycobiliprotéines avec la phycoérythrine et I'allophycocyanine, et se trouve exclusivement

dans les cyanobactéries, les cryptophytes et les algues rouges (Hu et al., 2018). La présence
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de phycocyanine donne la couleur bleue caractéristique des cyanophytes, et d'ou le nom
d'algues bleues vertes.( Eriksen 2016) a conclu que la spiruline est la seule source efficace de
production naturelle de phycocyanine dans des conditions photoautotrophes. Malgré les défis
auxquels sont confrontées la culture de la spiruline et I'extraction de la phycocyanine, il n'y a
pas d'autres sources particuliéres de phycocyanine naturelle. La phycocyanine peut également
étre produite a partir d'autres microalgues, par ex. de l'algue rouge unicellulaire Galdieria

sulphuraria dans des conditions hétérotrophes.

Dans une étude précedente, (Ebaid et al.,, 2017) ont estimé la teneur en
phycocyanine de 46,57 mg -g—1 poids sec chez A. platensis cultivé dans un milieu Zarrouk
pendant 18 jours & 25 £ 3 °C et une intensité lumineuse de 2500 Lux avec une photopériode
de 18:6 h lumiere : cycle d'obscurité. Il convient de noter que la teneur relative en
phycocyanine a montré des changements significatifs dans différentes conditions de lumiere
dominante, ce qui a été confirmé comme un mécanisme de piégeage pour prévenir ou réduire
les dommages photo-inhibiteurs ont étudié quatre modeles d'inflammation expérimentaux in
vivo (n = 7) et ont confirmé l'activité de la phycocyanine pure en tant qu'agent anti-
inflammatoire dans tous les modéles étudiés. L'utilisation de 50, 100 et 200 mg-kg-1 de
phycocyanine a réduit de manicre significative l'cedéme de l'oreille induit par 1'acétate de
tétradécanoylphorbol et l'acide arachidonique chez la souris de 47,6, 60,3 et 66,6 %,
respectivement. De plus, I'application de 50 a 200 mg-kg-1 de phycocyanine chez des rats
expérimentaux a inhibé les taux de leucotriene B4 (LTB4), de prostaglandine E2 (PGE2) et
l'cedéme induit par l'acide arachidonique ont conclu que la spiruline protege contre les effets
pro-inflammatoires négatifs induits par le glucomannane chez les rats Zucker Fa/Fa en raison

de la teneur €élevée en phycocyanine( Shaoa,2019)

111.1.4Activité anticancéreuse

Différentes études et analyses d’experts, ont affirmé que la béta-caroténe, un des
antioxydants implanté dans la spiruline, pourrait inverser le processus cancereux et inhiber le
déploiement des cellules cancérigénes. Une de ces analyses confirmatives du résultat fut
élaborée avec des personnes qui avaient une leucoplasie buccale (état précancéreux de la
bouche). Ces derniers, ont montré aprés une prise quotidienne d’1g de spiruline pendant un an
une amelioration de leur état et réussirent a arréter le développement de la pathologie. La
phycocyanine intervient aussi dans cette activit¢ en s’attaquant aux radicaux libres

responsables du cancer (Vidalo, 2015).
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111.1.5 Activité antivirale

La richesse de la spiruline en B-caroténe, en vitamine B12 ainsi que d’autres
vitamines du groupe B, depuis fort longtemps établi comme substances intéressantes dans la
lutte contre les infections virales n’explique pas entiérement le pouvoir antiviral de la
spiruline. Il semblerait que les polysaccharides membranaires de cette algue soient aussi
impliqués dans ce processus (C. Girardin-Andréani2005). L’équipe du professeur Hayashi, de
I’American Chemical Society, a demontré I’efficacité in vitro des polysaccharides contre la
réplication de plusieurs virus enveloppés comme les Herpes Simplex Virus (HSV), le virus de
I’influenza, le virus de la rougeole, le cytomégalovirus humain (C MV) et le VIH-I
(Yougbare, 2007)
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Chapitre |

Matériel et Méthodes




I.1.Matériels
I.1.1. Matériels biologique
Le matériel biologique utilisé dans ce travail est I'algue bleu-vert Spiruline . lls sont
cultivé et séchie dans la région de (Aures et Tamanrasset).
1.1.2. Matériels utilisés
1.1.2.1. Screening chimique

Lors de la détection chimique des métabolites secondaires dans , nous avons utilisé

les mateérels, appareils, solutions et réactifs listés dans le tableau( 05).

Tableau (05) : matériels , solutions, réactifs et les appareils usagés en screening chimique.

Matériel Réactifs Les appareils
Matériel biologique | éthanol balance sensitive
(spiruline) cau d’distillée plaque chauffent
becher réactif de fihling Refroidisseur
spatule Fe cl3
pipette NH3 ammoniaque
entonnoir réactif wagner
papier de filtration ether
des tubes a essai chloroforme
flacon Mg

acide chlor hydrique (Hcl)

anhydride acétique

acide sulfuriqgue H2SO4

1.1.2.2 Extraction

Au cours du processus d'extraction, les matériels , solutions et dispositifs ont été utilisés et

présentés dans le tableau( 06) .
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Tableau(06) : matériels , solutions, réactifs et les appareils usagés en macération

méthanolique et éthanolique

Matériel Réactifs Les appareils
matériel biologique éthanol rotavapor
flacon méthanol etuve

spatule cau d’distillée

entonnoir

papier de filtration

1.1.2.3. Dosage des composés phénoliques

En estimant les composés phénoliques, nous avons utilisé les solutions, matériels, et

les appareille présentés dans le tableau (07).

Tableau (07) : En estimant les composés phénoliques, nous avons utilisé des dosage

Solution mitrailles Les appareille
Dosage de | Ethanol Extraits alcooliques | Balance sensible
polyphénol Méthanol Tubes a essai Spectrophotomeétre

Acide gallique Béchar

Na2CO3(7.5%) Support de tube a

Folin -ciocalteau essai

(10%)
Dosage de | Ethanol
flavonoide Méthanol

Quercétine

AICI3 (2%)
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I.1. 2.4. L’étude de ’activité biologique de la spiruline

Pour estimer I’activité antioxydante, nous avons utilisé les mitrailles, solution et les

appareille présentés dans le tableau (08) .

Tableau (08) : les solutions, les mitrailles, les appareilles utilisé dans la activité antioxydante.

Les solutions Mitrailles Les appareille

Extraits alcooliques
Tubes a essali

Béchar

FRAP Support de tube a essai
Papier d’aluminium

Micropipette

Spatule

Les cuves
Ethanol Balance sensible
Méthanol Spectrophotometre

DPPH* DPPH* Bain mare

(2.2—diphenol-
1picrylhydrazyl)
(0.1mM)

1.2. Méthodes
1.2.1. Screening chimique

» Préparation du matériel biologique avec I’éthanol
10 g de matériel biologique est mis en présence de 60 ml d’éthanol. L’ensemble est
porté a reflux pendant une heure. Ensuite, le mélange est filtré et ’extrait éthanolique est

soumis aux tests illustré dans .

1.2.1.1 Flavonoides

La réaction de détection des flavonoides consiste & traiter 5 ml de Dextrait

¢thanolique avec 1 ml d’HCI concentré et 0,5 g de tournures de magnésium. La présence des
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flavonoides est mise en évidence si une couleur rose ou rouge se développe aprés 3 minutes
(Debrayb et al., 1971; Paris et al, 1969).

1.2.1.2 Tanins

La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant, a 1 ml de Dextrait
¢thanolique, 2 ml d’eau et 2 a 3 gouttes de solution de FeCI3 diluée. Un test révélé par
I’apparition d’une coloration bleu- noire (tanins galliques), bleu-verte (tanins cathéchiques
(Trease et Evans, 1987).

1.2.1.3 Composes réducteurs

Leur détection consiste a traiter 1 ml de 1’extrait éthanolique avec 2 ml d’eau distillée
et 20 gouttes de la liqueur de Fehling, puis chauffer. Un test positif est révélé par la formation

d’un précipité rouge-brique (Trease et Evans, 1987).

1.2.1.4 Saponosides

» Préparation du décocté
Dans une fiole jaugée de 250 ml, nous avons mis 1g de spiruline et 50ml d’eau, puis
nous avons porté le mélange a ébullition modérée (décoction) pendant une demi-heure
(30mn). Apres refroidissement et filtration, nous avons ajusté le volume de filtrat a 50 ml
d’eau.
» Mise en oeuvre pratique
A partir de cette solution mére, nous avons préparé 10 tubes (1,3 cm de diamétre
interne) avec 0.5, 1, 1.5 jusqu’a 5 ml de décocté; le volume final étant réajusté a 15ml avec de
’eau distillée. Chacun des tubes a été agité avec énergie en position horizontale pendant 15
secondes. Apres un repos de 15 min en position verticale, nous avons relevé la hauteur de la
mousse persistante en cm. La formation d'une mousse persistante aprés 15 mn confirme la

présence des saponosides (Igwe, 2010).

1.2.1.5. Anthocyanes

2 ml d’infusé aqueux sont ajoutés a 2 ml de HCI 2N. L’apparition d’une coloration
rose- rouge qui vire au bleu violacé par addition d’ammoniac indique la présence

d’anthocyanes (Debrayb et al., 1971 ; Paris et al, 1969).
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1.2.1.6 Alcaloides

Nous avons procéde a une macération sous agitation pendant 24 h de 10 g de la
poudre biologique dans 50 ml de H2SO4 dilué au 1/10 a la température ambiante du
laboratoire. Aprées filtration sur un papier lavé a I’eau distillée et de maniére a obtenir environ
50 ml de filtrat, 1 ml du maceéré est introduit dans deux tubes a essai puis 5 gouttes de reactif
de Mayer ont été ajouté dans le premier tube et 5 gouttes de reactif de Wagner ont été ajouté
dans le deuxieéme. La présence d’une turbidité ou d’un précipité, aprés 15 minutes indique la

présence d’alcaloides. (Debrayb et al., 1971 ; Paris et al, 1969).

1.2.1.7 Triterpenes

Faire tremper 5g de matiere biologique seche dans 10ml de éther de pétrole pendant
24 heures dans l'obscurité, et I'extrait est filtré et placé dans un tube exposé a une plaque
chauffant, jusqu'a ce que I'extrait évaporation, puis il est traité avec 0,5ml d'anhydride

acetique 0,5ml de chloroforme et un peu d'acide sulfurique. (Trease et Evans, 1987).

1.2.2. Extraction

L’extraction des principes actifs de spiruline est effectuée par macération a froid en

utilisant trois solvants de polarités différentes.

1.2.2.1. Macération méthanolique

La macération consiste a laisser séjourner a froid un solide dans un liquide pour en
extraire les constituants solubles dans ce liquide. Un poids de 10 g de matériel biologique est
mélangé avec 100 ml de méthanol. Le mélange est laissé séjourner pendant 24 h, puis il est
filtré. L’extraction est répétée trois fois pour épuiser le matériel végétal. L’extrait obtenu est
concentré par Rotavapeur jusqu’a I’évaporation de méthanol. Sont divisés en deux parties,

une dissoute dans le méthanol, I’autre dans I’eau renferme 10% de DMSO (v/v).

1.2.2.2. Maceération éthanolique

La maceration consiste a laisser séjourner a froid un solide dans un liquide pour en
extraire les constituants solubles dans ce liquide. Un poids de 10 g de matériel biologique est
mélangé avec 100 ml d’éthanol. Le mélange est laissé séjourner pendant 24 h, puis il est filtré.

L’extraction est répétée trois fois pour épuiser le matériel biologique L’extrait. Obtenu est
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concentré par Rotavapeur jusqu’a 1’évaporation de méthanol. Sont divisés en deux parties,

une dissoute dans 1I’éthanol, 1’autre dans 1’eau renferme 10% de DMSO (v/v).

1.2.2.3. Rendement des macérations

Rendement = (poids de I'extrait / poids de la matiere
biologique séche initiale) * 100

1.2.3. Dosage des composés phénoliques
1.2.3.1. Dosage des polyphénols totaux

Les composés phénoliques totaux ont été déterminés par la méthode singleton-rossi a
I'aide du réactif de folin-ciocalteau, car ce réactif est constitué d'acide phosphotungsténique
(H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (H3PMO1204), qui est réduit par les phénols
en oxydes de tungstene ( W8023) et du molybdéne (MO803) de couleur bleue.

Les composés phénoliques sont quantifiés par un spectrophotomeétre, ou nous
utilisons I'acide gallique comme phénol de référence a la longueur d'onde A = 760. (IVANA et
al., 2011)

> Mise en oeuvre pratique

Afin de quantifier les composés phénoliques, nous suivons les étapes suivantes :

Nous préparons des solutions diluées d'acide gallique dans I'éthanol et le méthanol
avec des concentrations connues( 0.2-1mg/ml )pour la détermination quantitative des

polyphénols dans les extraits éthanoliques et méthanoliques.

Les polyphénols totaux ont été déterminés selon SINGLETON et ROSSI (1995) en
utilisant le réactif folin-ciocalteau , ou I'on mélange 0,2ml d'une série de concentrations
d'extraits éthanoiques et méthanoiques avec 1ml de solution de folin-ciocalteau diluée 10 fois,
puis on ajoute 0,8 ml de Na2CO3 ( 7.5%) au mélange, puis les tubes sont agités et incubés a

la température du laboratoire pendant 30 minutes.

L'intensité de I'adsorption du mélange résultant est mesurée a une longueur d'onde de

760 nm, et le produit est exprimé en mg équivalent d’acide gallique par gramme de matiere
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séeche ( AG E/g matiére seche), en tracant une courbe de titrage pour les concentrations
d'acide gallique dissous dans le méthanol et le méthanol.

1.2.3.2. Dosage des Flavonoide

La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode adaptée par avec le
trichlorure d'aluminium et la soude. Le trichlorure d'aluminium forme un complexe jaune

avec les flavonoides.

Les flavonoides ont été quantifiés par un spectrophotomeétre a une longueur d'onde de
420 nm. Pour la quantification des flavonoides, nous utilisons la courbe standard de la
quercétine. (ZHISHEN et al., 1999).

Selon ORDONEZ et ses collaborateurs (2006), des solutions diluées de quercétine
dans de I'éthanol et du méthanol avec des concentrations connues (0.2, 1 mg/ml) ont été
dissoutes Lors de l'estimation de la teneur en flavonoides avec des extraits éthanoiques et

méthanoiques.

> Mise en oeuvre pratique
La teneur en flavonoides a été déterminée en mélangeant 0,5 ml d'AICI3 a une
concentration de 02% Agiter les tubes et incuber a température du laboratoire pendant une

heure, a I'abri de la lumiére.

L'intensité de I'absorption du mélange est mesurée a une longueur d'onde de 420 nm,
ou le résultat est exprimé en nombre de milligrammes équivalent a la quercétine par gramme

de matiere seche.( mg QE/g Matiere Seche).

C’est a travers I'équation linéaire de la courbe d'étalonnage du quercétine préparé
dans I'éthanol et le méthanol.
I.3.Etude de Pactivité biologique de la spiruline
1.2.4. Activité antioxydante
1.2.4.1 DPPHe

Le DPPHe (1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur

violacée qui absorbe a 517nm. En présence de composeés anti-radicalaires, le radical DPPHe
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est réduit et change de couleur en virant au jaune. Les absorbances mesurées a 517 nm servent
a calculer le pourcentage d’inhibition du radical DPPHe, qui est proportionnel au pouvoir

antiradicalaire de 1’échantillon. (Parejo et al, 2002).
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Figure (07) : Réaction d’un donneur d’hydrogéne (antioxyadante) avec le radical DPPHe

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le
radical DPPH. L’effet de chaque extrait sur le DPPH est mesuré par la procédure décrite par
Benhammou et al, (2007).

Afin de déterminer le pourcentage d'inhibition des radicaux DPPHe nous utilisons
les courbes standard de a-Tocopherol pour I'extrait éthanolique et d’Acide Ascorbique pour

I'extrait méthanolytique.
> Mise en ceuvre pratique

Selon BRAND et ses collegues (1995), étre pris 0,5 ml de différentes concentrations
d'extrait éthanolique et méthanolique sont prélevés et 1 ml de solution de DPPHe de
concentration (4 mg/100 ml méthanol : 0.1 mM) Les tubes a été incubé dans I'obscurité
pendant 15 minutes. Les lectures de densité optique des différentes concentrations sont
enregistrées dans un spectrophotométre a une longueur d'onde de 515 nm. .(DZIRI et al.,
2012)
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Le pourcentage d'inhibition racinaire DPPHe pour les différentes concentrations
d'extraits alcooliques a été calculé a partir des deux courbes étalons a-Tocopherol ( 0.00001-
0.0001 mg/ml) et d'acide ascorbique avec des concentrations de (0. 002-0.01mg/ml) selon

I'équation suivante :

I %= [(Ac — As)/Ac] x100.
Ac : absorbance du controle
As : absorbance du test effectué

> Calcul des IC50
IC50 ou concentration inhibitrice de 50 % (aussi appelée EC50 pour Efficient
concentration 50), est la concentration de I’échantillon testé nécessaire pour réduire 50 % de
radical DPPHe Les IC50 sont calculées graphiquement par les régressions linéaires des
graphes tracés ; pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations des
fractions testées. (DZIRI et al. 2012).

1.2.4.2. FRAP

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir antioxydant. Cette
technique a été développée pour mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique
(Fe3+) présent dans le complexe K3Fe(CN) 6 en fer ferreux (Fe2+). En effet le Fe3+ participe
a la formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton. L’absorbance du milieu
réactionnel est déterminée a 700 nm. (Oyaizu, 1986).

Une augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir

réducteur des extraits testés.
> Mise en eceuvre pratique

Le pouvoir réducteur a été déterminé suivant la méthode préconisée par (Oyaizu,
1986). , En effet, 1 ml de différentes concentrations de chaque extrait (0.2 ;0.4 ;0.6 ;0.8 ; 1
mg) dilué dans 1’eau distillée est mélangé avec 2,5 ml de la solution tampon phosphate (0,2 M
; pH 6,6) et 2,5 ml de ferricyanure de potassium (K3Fe(CN)6) a 1%. Les mélanges sont

incubés a 50°C pendant 30 min. apres, 2,5 ml de 1’acide trichloracétique (10%) est additionné.
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Le tout est centrifugé a 3000 tours pendant 10 min. 2,5 ml du surnageant de chaque

concentration est mélangé avec 2,5 ml d’eau distillée et 0,5 ml FeCl3 (0,1%). L’absorbance

est mesurée a 700 nm a 1’aide d’un spectrophotometre.

L’acide ascorbique est utilis¢é comme contréle positif dans cette expérience dans les

mémes conditions opératoires.

Calcule EC50

Afin de déterminer l'activité antioxydante des extraits, nous avons calculé I'Ec50,

c'est-a-dire la concentration nécessaire pour réduire de 50% le fer.
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Chapitre |1

Résultats et discussion




I1.1 Résultat de screening chimique
L’étude phytochimique a été permis de mettre en évidence divers métabolites

secondaires. Le tableau (9) regroupe les résultats des tests phytochimiques réalisés sur la

spiruline.
Tableau (9) : Résultats du screening phytochimique de spiruline.
Recherche Résultat +- Résultat photo X 1 Résultat +- | Résultat
de photo de
X1 X2
X2
Flavonoides +++ B +++
Phénols +++ +++
Composée ++ -
réducteur
Anthocyanes - / /
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Recherche Résultat +- X 1 | Résultat photo de X | Résultat +- | Résultat
de 1 photo de X 2
X2

Saponosids +++ _ +++

Triterpan + / /
Alcaloide - -
Tanins - ++

I: Test non effectué, - : Test négatif, +: Test faiblement positif, ++: Test positif, +++: Test

fortement positif / X1 :spiruline de Aures / X 2 :spiruline de Tamanrasset .
a- Description

Les tests phytochimiques ont été réalisés sur les deux biomasse séché de spiruline
X1let X2. En utilisant des solvants de polarité différente et des réactifs spécifiques de

révélation.
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Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence de
métabolites secondaires au niveau de la spiruline. La détection de ces composés chimiques est
basée sur des essais de solubilités des constituants, des réactions de précipitation et de
turbidité.

D’apres les résultats obtenus de screening phytochimiques, on constate que la plante

étudiée présente une diversité moléculaire quant aux métabolites secondaires.

Les résultats expérimentaux des tests phytochimiques réalisés sur la cyanobactérie
mentionnés dans le tableau (09), montrent la présence des flavonoides et Saponosides et
phénols dans la spiruline X1et X2 .

11y a également une absence totale d’alcaloides et d’anthocyanes dans X1 et X2.

Et pour toutes les Triterpanoides et les Composée réducteur, nous avons remarqué leur

présence en X1 et leur absence totalement en X2.

Les tanins sont abondamment présents dans la spiruline X2 . Alors que la spiruline

X1, manque de sa présence a travers l'interaction négative .
b- Discussion

Cela a eté confirmé par (Abdelaziz 2017) dans son étude sur la detection des
métabolites secondaires de la spiruline, ou les résultats ont montré la présence a la fois de
saponines, d'alcaloides et de flavonoides dans la spiruline et I'absence de tous les composés de

référence, les anthocyanes et les terpenes.

Ainsi, on peut dire que la spiruline est riche en flavonoides, phénols et saponines, qui
jouent un réle trés important dans la protection des aliments d'origine végétale contre
I'oxydation, ce sont des antioxydants connus pour leur effet anti-radicalaire (Makhloufi
2010).

11.2. Rendement de macération

Apres le processus d’extraction, le rendement a été estimé par %, et les résultats écrit

dans le tableau (10).
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Tableau (10) : les résultats des extraits etudiés

Poids d’extraire( g) Rendement (%)
| Spiruline X1 au méthanol ~ 0.74 g 7.4%
Spiruline X2 au méthanol 0.96¢ 9.6%
Spiruline X1 au éthanol 1.84¢ 18.4%
Spiruline X2 au éthanol 1.38¢ 13.8%

20.00%
18.00%
16.00%
14.00%
12.00%
10.00% 18.40%
8.00% 13.80%
6.00%
4.00%
2.00%

0.00%

MOH X1 EOH X1 MOH X2 EOH X2

Figure (08) : le rendement des extraites éthanolique et méthanolique.
EOH : extraite éthanolique

MOH : extraite méthanoique
a-Description

Les résultats obtenus a travers le tableau représentés dans le graphique tableau pour
les spiruline X1 et X2 ont montré que le rapport de rendement des extraits est proche, puisque

nous constatons que le rapport de rendement de I'extrait éthanolique de spiruline X1 et X2 a
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été estimé a 18,4% et 13,8%, quant a I'extrait méthanolique spiruline X1 et X2 ont été estimés
a9,6% et 7,40%.

b-Discussion

On constate que le rendement d'extraction de I'extrait éthanolique est supérieur a
celui de I'extrait méthanolique, et cela est dl au type d'extrait et a la concentration du solvant
(méthanol et éthanol) utilise.

Dans d’autres résultats (Kanoun, 2011), les résultats obtenus pour les extraits bruts
méthanoliques, montrent que le rendement le plus élevé est celui de I’extrait brut des fruits de
Myrtus communis L. (28,83%) suivi des feuilles (25,03%) et des tiges (12,27%).

11.3. Dosage des polyphénols totaux
11.3.1. Dosage des composés phénoliques

En utilisant la méthode singleton et rossi et en utilisant I'équation linéaire de la
courbe standard pour l'acide gallique dans I'éthanol, figure (08) Et méthanol, figure ( 09)
Cette teneur quantitative en polyphénols des extraits éthanoliques et méthanoliques est
exprimée en mg équivalent acide gallique de matiere seche comme indiqué dans le figure
(112).

acide galique au éthanol

0.08

0.06 /‘
y=0.1028x - 0.00M
0.04 R2=0.9749

0.02 L 2

0 T T T 1
T 0.2 0.4 0.6 0.8
-0.02

consentration

absorbanec

Figure (09) :courbe étalon d’acide gallique pour le dosage des polyphénols pour
extrait éthanolique .

45



acide galique au méthanol

0.012
0.01 y = 0.0096x - 0.0007
R?=0.9673
0.008 .
[)]
® 0.006
2
2 0.004
©
0.002 PS

0 T T T T T 1
$ 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
-0.002

consentration

Figure 10 : courbe étalon d’acide gallique pour le dosage des polyphénols pour

extrait méthanolique.

14
12
10

) &

MOH X1 MOH X2 EOH X1 EOH X2

o N B OO

Figure (11) : Teneurs en polyphénols des deux extraits de deux spiruline X1 et X2.
a- Description

La quantité de phénols dans les extraits méthanoliques était tres supérieure a leur
quantité dans les extraits éthanoliques X1 et X2. La quantité de composés phénoliques pour
les deux extraits méthanoliques était proche, avec une valeur estimée de 7,98 mg AG E/g
Matiere seche en X2 et 12,54 mg AG E/g Matiére séche en X1, respectivement.

46



Quant aux deux extraits éthanoliques, ils sont également proches, estimés a 0,941 mg
AG E/g Matiére seche en X2 et 2,95 mg AG E/g Matiére seche en X1. La spiruline X1 est

supérieure a X2 dans la teneur quantitative en polyphenols dans les deux solvants.
b-Discussion

Dans d’autres résultats en prenant le méthanol comme solvant,( Kosalec et al .,
2013) ont eu une quantité des polyphénols totaux égale a 38,4 + 1,56 mg EAG/g d’extrait.
Ainsi, Boussahel et al (2013) ont obtenu 33,65 + 2,5 mg EAG/g d’extrait. Ces résultats sont

inférieure a nos résultat.

La raison de cette différence de composés phénoliques est due aux conditions

climatiques dans lesquelles vie la spiruline

11.3.2. Dosage des Flavonoide

Qurcitine au méthanol
1.4
1.2 /
1 2 2
g 0.8 L 2
2 &
§ 0.6 * y=11.373x+0:0765
2 _
S 4 R2=0.9567
0.2
O ‘ T T T T T 1
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12
concentrtion

Figure (12) : courbe standard de la qurcitine pour le dosage des flavonoides dans

I’extrait méthaolique
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Qurcitine au éthanol

0.12
01 y=0.1247x-0.0018
RZ = 09894/
0.08
0.06 /
0.04 / L 2
0.02

0.2 0.4 0.6 0.8 1

concentration

abserbanse

-0.02

Figure (13) : courbe standard de la qurcitine pour le dosage des flavonoides dans

I’extrait méthaolique.

1.6

1.4

1.2

[any

0.8

0.6

0.4

0.2

MOH X1 MOH X2 EOH X1 EOH X2

Figure (14) : Teneurs en flavonoides des deux extrait de deux spiruline X1 et X2 .
a-Description

La quantité de flavonoides dans les extraits éthanoliques était tres supérieure a leur
quantité dans les extraits éthanoliques X1 et X2.
La quantité de flavonoides pour les deux extraits éthanoliques était quelque peu

similaire, sa valeur étant estimée a 0,087 dans X2 et 1,56 dans X1, respectivement.
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Quant aux deux extraits méthanoliques, ils sont également proches, estimés a 0,05 en
X2 et 0,025 en X1, La spiruline X1 est supérieure a X2 dans la teneur quantitative en
polyphénols dans les deux solvants.

b-Discussion

Et par rapport a 1’étude réalisée par ( Sahraoui ,2019) , il est atteint des valeurs
¢levées par rapport a notre étude qui était estimée a 40,63 + 0,008 ug EQ/mg d’ I’extraite .
La raison de cette différence de composés phénoliques est due aux conditions climatiques

dans lesquelles vit la spiruline

11.4. Activité antioxydante
11.4.1. DPPH

Pour déterminer le taux d’inhibition des extraits alcooliques de les radical libre de
DPPH, nous avons utilis¢é 1’équation des courbes étalon, de o-tocophérol et de I’acide
ascorbique dans annexe (2). la courbe des inhibition des radical libre DPPH par 1’extrait
éthanolique reprisanté dans la figure (13), et le temps d’inhibition par I’extraite méthanolique
des radical libre DPPH reprisant dans la figure (14) respectivement, et les résultats sont
présentés dans la figure( 15).

80.00%
o y = 0.7149x + 0.0065 &
70.00% R?=0.9799
60.00% /
50.00%
Inhibition (1%) 40.00% &
30.00% 9
20.00% %
10.00%
0-00% T T T T T 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
concentration

Figure (15) : Courbe pour une solution éthanolique certifiée de DPPH.
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20.00%
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y =0.6681x +0.0565 4

R? ?9

==

L/

¢

0.2

0.4

0.6 0.8 1
concentrtion

1.2

Figure (16) : Courbe pour une solution méthanolique certifiée de DPPH.

Aprés avoir estimé l'intensité d'absorption pour une concentration de 0,01 pour les
extraits alcooliques et les composés standards acide ascorbique et a tocopherole , nous avons
pu déterminer le pourcentage d'inhibition de la racine DPPH a cette concentration grace a

'équation linéaire de pour a tocopherol l'extrait EOH et acide ascorbique pour I'extrait MOH

(Figure 16).

6.00%
5.00%
4.00%
3.00%
2.00%
1.00%

0.00%

0,01mg/ml)

presantage de inhibition de DPPH a concentration(

MOH

EOH

AA

a-tocophrol

Figure (17) : pourcentage 1’inhibition de radicaux libre DPPH
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a- Description

En comparant le pourcentage d'inhibition de la racine DPPH a 0,01 concentration
d'extraits alcooliques, nous avons observeé ce qui suit

Le pourcentage d'inhibition des radicaux libres DPPH de I'extrait MOH était
supérieur a celui de l'extrait EOH. Ou le taux d'inhibition du radical DPPH avec l'acide

ascorbique a été estimé a 0,0048, et le pourcentage d'inhibition radicalaire de I'extrait EOH
avec a tocopherole a été estimé a 0,0065

b) Discussion

Le pourcentage d'inhibition radicalaire DPPH de I'extrait MOH est supérieur a celui
de I'extrait EOH

L'extrait EOH était supérieur a I'extrait MOH dans le pourcentage d'inhibition des radicaux

libres DPPH, et ces résultats sont cohérents avec les découvertes d("Ajal et Makki,2014)

> 1C50

L'IC50 est exprimée en concentration d'inhibiteur pour 50% du radical libre DPPH a
été déterminée par les équations linéaires des courbes d'inhibition (1%) pour les extraits MOH,
EOH , Acide Ascorbique et, a-tocopherole , respectivement (Voir Annexe N°2 ). L'activité
antioxydante étant inversement proportionnelle aux valeurs d'IC50, plus les valeurs d'IC50
sont faibles, meilleure est I'activité anti-radicalaire.

IC50

ug/ml 80.00%

60.00%

40.00%

20.00%

0.00%

Figure (18 ): valeurs IC50 inhibitrices pour 50% de racine de DPPH pour les extraits

éthanolique et méthanolique, 1’acide ascorbique et a-tocopherol .
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a-Description

A travers le figure 17 qui montre les valeurs d'IC50, on note la supériorité du o-
tocopherol avec une valeur estimee de 40.41%, suivi d’acide ascorbique avec une valeur
estimée de 68.38% puis suivi de I'extrait au méthanol avec une valeur de 69.93 % comme

limite inférieure de I'extrait éthanolique avec une valeur estimée de 74.75%.
b-Discussion

A travers les résultats obtenus, nous concluons que la spiruline X1 a une trés faible
capacité antioxydante par rapport a 1’acide ascorbique et cela est di a la diminution de
certains composés fonctionnels, et par rapport a une étude qu’il a faite (Lahocine ,2019). Qui
est venu avec la microalgue a une capacité antioxydante Iégerement supérieure par rapport a
celle de I’acide ascorbique (0.156 mg/ml) . Son activité antioxydante est due principalement a

sa composition en polyphénols ainsi qu’aux pigments, qui semblent étre liées a cette activité.
11.4.2. FRAP

Le test FRAP est considérée comme l'un des tests approuveés les meilleurs, les plus
simples, les plus anciens et les plus fiables (katalinic et al 2005) qui étudie I'efficacité des
antioxydants en termes de leur capacité a inverser divers radicaux libres, et est généralement
utilisé pour étudier I'étendue de la capacité des extraits a inhiber le processus d'oxydation.La
technique de ce test est basée sur la mesure des changements qui se produisent dans la
photoabsorption en raison de l'apparition de la couleur bleue résultant du retour des

antioxydants au composé Fe3+ au Fe2+ au milieu d'une réaction acide (benzie1999).

0.8
9 0.6 y= 0.2555X +0.057 ¢
c R%=
©
2 04
g /’M
® 02 -

0 T T T T T 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

concentration

Figure (19): Courbe de I’acide ascorbique dans le FRAP.
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Figure (20):Valeurs de EC50 % du mélange réactionnel d’extraits méthanolique et

éthanolique d’acide ascorbique pour le test FRAP .
a-Description

A travers les résultats obtenus, on constate que la capacité a réduire le fer varie selon
les extraits, puisque I'on note gu'elle est plus importante dans I'extrait MOH (78%), que est

sont proche a I'extrait (77%).
b-Discussion

A travers les résultats obtenus, on constate que I'extrait éthanolique de spiruline a
une plus grande réversibilité que la réversibilité de I'extrait méthanolique, mais I'acide
ascorbique est supérieur aux deux extraits ,ces résultat sont cohérents avec I’étude meneé par
(Charada et Awadi 2019) qui a conclu que la capacité de réversiblité de I’extraite étudié est
faible par rapport acide ascorbique. La raison du gradient de réversibilité des extraits peut
étre attribuée a la mesure dans laquelle ils contiennent des polyphénols et des flavonoides .
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Conclusion




Conclusion

Les binenfaits de la spiruline sont trés nombreux, il s’agit d’une algue naturelle aux
propriétés nutritionnelles trés intéressantes, pleines de vertus et d’effets bénéfiques sur
I’organisme. Les bienefait de la santé : lutte contre les carences alimentaire, réduit la fatigue
générale (physique et intellectuelle ), nettoie et purifie I’organisme (propriétés détoxifiantes ),

diminue le cholestérol

De notre étude , nous avons fait I'étude phytochimique et I'effet de la méthode
d'extraction (macération eéthanolique et méthanolique ) sur la teneur quantitative en
polyphénols, et étude I'activité antioxydante de I'extrait EOH et MOH de Spiruline dans

deux régions différentes en Algeérie

Aprés la détection de métabolites secondaires, nous avons constaté la présence des
flavonoides, des phénols et des saponosides dans la spiruline x1,et x2, et I’absence
d’alcaloides et d’anthosines dansXlet X2 La présence de composés rédacteur et de
triterpaines en X1 et leur absence en X2, soit pour les tanins est présent en X2 absencent dans
X1.

Pour le rendement , on a obtenu un rendement de I'extrait EOH dans X1(18.40%) et
dans X2(13.80%), est supérieur a celui de I'extrait MOH X1(7.40%) et dans X2(9.60%) .

La mesure de teneur en polyphénols nous a permis ,d’avoir des teneur de phénol
étaient élevée dans le MOH X1(12.54mg) ,X2(7.98mg), par rapport le EOH de X1(2.95mg)
,X2(0.941mg).et pour les flavonoides, la quantité dans les deux extrait est similaire, ou MOH
X1(0.0025mg) et X2(0.05mg) ,et pour EOH X1(1.56mg) et X2(0.0087mg).

Afin d’étudier de [D’activité biologiqus de la spiruline, on a fait une étudie sur
’activité antioxydante de la spiruline par deux méthode différent par DPPH et par FRAP.
Dont P’activité antioxydante par DPPH ont montré que il y une grande inhibition dans MOH
avec un pourcentage de (74.75%) par rapport a celle de EOH (69.93%). Ainsi que les
valeurs de IC50 de I’étalon a-tocopherol présente une valeur élevée (40.41%), suivi 1’acide
ascorbique avec une valeur estimée (68.38%) ,et pour le  FRAP ont montré que les
pourcentages de 1’inhibition sont proches a la fois dans ,les extrait MOH (78%) et EOH
(77%).

55



Nous conclue que la variation de I’activité biologique et de la composition
biochimique de spiruline est due & la variation des condition climatique ainsi que la

composition de milieux de culture de spiruline .
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Annexe 02
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Figure 01 : courbe d’étalonnage de a-tocopherol dans I’extrait éthanolique de DPPH:
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Figure 02 : courbe d’étalonnage d’acide ascorbique dans I’extrait méthanolique de DPPH:
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