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INTRODUCTION GENERAL

Les algues constituent I'un des groupes de plantes les plus divers. Une fourchette de 40
000 a 10 millions d'especes a été estimée, la majorité étant constituée de microalgues .Les
microalgues sont un groupe trés divers d'organismes unicellulaires comprenant les protistes
eucaryotes et les procaryotes (JOHN et al., 1999). lIs sont considérés, comme une nouvelle
ressource pour la production de nombreux produits tels que I' alimentation animal, additifs
alimentaires, produits cosmétiques et agriculture, ont été recevoir beaucoup plus d'attention
de la part des chercheurs du monde entier (ZE YUA et al., 2017).

De nos jours, leurs composés bioactifs (protéines, polysaccharides, lipides, pigments
...) sont largement utilisés dans les industries pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires
en tant que médicaments naturels et additifs alimentaires pour remplacer les produits chimiques
qui ont un effet négatif sur la santé humaine. (AMEL et al., 2015. CHIARA, 2016).

Plusieurs espéces d'algues sont présentes en Algérie, particulierement dans la région aride
et semi-aride. Parmi les espéces exploitables , 1’algue bleue verte Spirulina platensis, qui
contient des exopolysaccharides particulierement intéressants (ANASTASIA, 2012)

La Spiruline a une valeur nutritive élevée en raison de sa teneur en un large éventail de
nutriments essentiels, tels que la provitamine, les minéraux, les protéines, les acides gras
polyinsaturés tels que lI'acide gamma linolénique et les polysaccharides sulfatés (BRANGER et
al., 2003)) Les exopolysaccharides sont des polymeres de sucres simples (monosaccharides)
liés ensemble par des liaisons glycosidiques, Leur concentrations totales de polysaccharides
dans les espéces d'algues d'intérét varie de 4-76% du poids sec (STEFAN, 2012).

Au cours des derniéres décennies, une grande attention a €té accordée aux propriétés
biologiques des polysaccharides et de leurs dérivés chimiques, en particulier les dérivés
sulfatés. Les exopolysaccharides sulfatés ont une large gamme de bioactivités importantes
comprenant des activités : antioxydante, anticoagulante et antithrombotique. 1ls sont également
connus pour augmenter la résistance a certains virus et inhiber le développement de certaines
tumeurs (CHIARA et al ., 2016 ). Ils comprennent un groupe complexe de macromolécules
avec une large gamme de propriétés biologiques importantes.

Le contenu en polysaccharides dans les algues est influencé par plusieurs facteurs
environnementaux, biologiques et physiques. Par exemple, la période de récolte, I'espece
d'algue et le protocole d'extraction influencent les rendements en polysaccharide mais aussi la
structure. Ceci aura des conséquences importantes sur l'activité biologique des polysaccharides.
Le poids moléculaire, la nature des unites de base, le contenu en sulfates, et le type de liaison

1



INTRODUCTION GENERAL

glycosidiques ainsi que de la géométrie de la molécule (MELO et al., 2002; SHANMUGAM
et al., 2000) sont des caractéristiques structurales tres importantes. Ces dernieres influenceront
positivement ou négativement l'activité selon le cas. Par exemple, un fucoidane de faible poids
moléculaire aura une activité anticoagulante supérieure comparativement au polysaccharide
natif (NISHINO et al., 1991).

L’objectif de ce travail est de caractériser les exopolysaccharides de Spirulina platensis et
de déterminer le potentiel antioxydant, anticoagulant et antidiabétique du I’extrait

exopolysaccharidique hydrosoluble.

Le travail est structuré en deux parties. La premiére partie est consacrée a une synthese
bibliographique cette partie se divise en deux chapitres rappelant des généralités sur les
microalgues suivis d’études antérieures sur les activités biologiques des polysaccharides de
Spiruline spp. La deuxiéme partie est une partie expérimentale porte essentiellement sur la
méthodologie de travail sur 1’étude des polysaccharides hydrosolubles a partir d’une algue

Spirulina platensis et présente aussi les principaux resultats obtenus suivis de discussion.

Une conclusion et des perspectives qui sont un ensemble de réflexions, achévent ce travail.
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CHAPITRE I.- GENERALITE SUR LES MICRO-ALGUES

1.1.- Définition de microalgues

Les microalgues ou Phytoplancton sont définies comme des organismes unicellulaires ou
pluricellulaires soit des Eucaryotes ou des Procaryotes. Leur taille microscopique est de 1-10
um. Les microalgues caractérisées principalement par 1’absence de racines et de feuilles mais
possédant de la chlorophylle ainsi que d’autres pigments pour réaliser la photosynthése. Leur

mécanisme photosynthétique est similaire a celui des plantes terrestres (DIADIE, 2009).
1.2.- Habitat de microalgues

Les microalgues occupent la plupart des niches écologiques. Si elles sont surtout présentes
dans les environnements aquatiques, elles ont su également coloniser les sols et une vaste
gamme de supports comme les rochers, les arbres ou encore les édifices architecturaux. Preuve
de leur diversité d’habitats, certaines microalgues se développent dans les eaux de fonte de la
glace ou de la neige et on les rencontre également dans les déserts arides a semi arides.
L’atmosphére constitue également un environnement dans lequel une diversité notable de
microalgues eucaryotes et de cyanobactéries est signalée. Enfin, cette capacité a coloniser
I’ensemble de la biosphére est une propriété qui, comme pour les bactéries non
photosynthétique, leur permet de se développer dans des conditions dites extrémes. C’est grace
a I’absence de structure complexe autre que la cellule et a un métabolisme orienté
principalement vers la production d’énergie que les microalgues ont cette capacité a étre
notablement ubiquistes (SIALVE et STEYER, 2013)

1.3.- Forme de microalgues

Les microalgues présentent différentes formes : souvent sphériques (porphyridium), de
gouttelette (Chlamydomonas), de filament (Spirulina), de spirale (Arthrospira), et méme
d’¢étoile (Staurastrum) (NENAMOR, 2015).



CHAPITRE I.- GENERALITE SUR LES MICRO-ALGUES

Fig.1.-differentes formes de microalgues : a-Gouttelette , b-Sphérique ,

c-Spirale , d-Filament , e-Etoile

1.4.- Classification de microalgues
1.4.1.- Selon la morphologie

Les microalgues constituent des formes de type cellulaire rassemblé autour d’une
cohérence physiologique : la photosynthése oxygénique. Cette famille rassemblerait de

plusieurs centaines de milliers a plusieurs millions d’espéces selon les estimations, parmi

Les quelles 47000 espéces sont décrites. Par comparaison, la diversité des plantes supérieures
est de I’ordre de 400 000 espéces. La classification de cette diversité est complexe et la
taxonomie est sujette a de fréquents bouleversements du fait notamment de ’utilisation des

techniques de phylogénie moléculaire (SIALVE et STEYER, 2013).
Donc selon ce caractére les microalgues appartenant a deux groupes :

Les eucaryotes et les procaryotes (SIALVE et STEYER , 2013).



CHAPITRE I.- GENERALITE SUR LES MICRO-ALGUES

Tab.1. - classification de microalgues selon leur morphologie

Régne Embranchement/Classe

Cyanophytes
Prochlorophytes
Bacillariphytes
Charophytes
Chlorophytes
Chrysophytes
Cryptophytes
Dinophytes
Euglenophytes
Glaucophytes
Haptophytes
Phaeophytes

Rhodophytes

1.4.1.1.- Eucaryote

Les microalgues eucaryotes est un organisme photosynthétique unicellulaire délimitée
par une membrane plasmique, qui contient au sein de son cytoplasme de nombreux organites
nécessaires a son fonctionnement et a son métabolisme : paroi cellulaire, chloroplastes,
mitochondries, cytoplasme, et son noyau (RECHMOND ,2004).



CHAPITRE I.- GENERALITE SUR LES MICRO-ALGUES

Fig.2. - Structure des microalgues eucaryotes Chlamydomonase sp

1.4.1.2.- Procaryote

Les microalgues procaryotes sont caractérisés par I’absence de noyau individualisé, pas
de membrane nucléaire ni de nucléoles, pas de la chromatine qui représentent comme chez les
bactéries, un appareil nucléaire trés simples. Absence de plastes, de mitochondries, d’appareil
de Golgi, de vacuoles. Certaines Cyanobactéries possédent des vacuoles gazeuses constituées
de vésicules gazeuses, les pigments ne sont pas portés par des plastes mais sont diffus dans le
cytoplasme et donnent aux cellules une coloration homogéne (BARSANTI et GUALTIERI,
2014).

enveloppe

Pparci celiviaire
membrane plasmique
gouttelettes hipidiqques

membranes intemes

contenant les pigments

chiorophylliiens

COoOTPsS protéqque
nNnuciéaire ou

corps
nNnuciéeoide (matenel
oenetique)

hgloplasrne avec
La s

cvanobactérne

Fig.3.-Structure des microalgues Procaryote Cyanobacteérie
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1.4.2.- Selon la couleur

WAHBI en 2017 atrouvé quatre groupes d’algues selon la couleur qui sont les suivants (Fig.4 ;
Fig .5; Fig. 6 ; Fig.7)

e ——————

Fig.4.- Algues bleues-vertes, Cyanophyta  Fig.5.-Algues rouges (en Bas), Rhodopyta sp

sp (procaryote)

Fig.6.-Algues vertes (en surface), Fig.7.-Algues brunes dorés (en Milieu),

Chlorophyta sp Chromophyta sp

1.5.- Reproduction de microalgue

Les modes de reproduction chez les microalgues peuvent étre végétatives par la
division d'une cellule seule ou d'une fragmentation d'une colonie, asexuée par la production de

spore mobile, ou sexuelle par l'union de gameétes.

Le mode végétatif et asexué permet la stabilité d'un génotype adapté dans une espece
d'une génération au suivant. Les deux modes fournissent les moyens rapides et économiques

d'augmenter le nombre d'individus en limitant la variabilité génétique.

Le mode sexuel implique la plasmogamie (I'union de cellules), la caryogamie (union
de noyaux), I’association de chromosome et méioses, aboutissant & recombinaison génétique.
La reproduction sexuée tient compte de la variation, mais est plus colteuse, a cause de la perte
des gameétes qui échouent a s'accoupler (HORTSENSE, 2011).
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1.6.- Procedes technologiques de culture des microalgues

Les microalgues sont en mesure de croitre sous différentes conditions de culture. Ces
conditions de croissance vont faire varier la composition des cellules ainsi que les quantités et
les caractéristiques des différentes substances qu’elles produisent. Donc il y a deux systemes
de culture (ANASTASIA, 2017).

1.6.1.- Systémes ouverts — les bassins ouverts

De taille et de formes variables, les trois principaux désigne de bassins en opération a
relativement large échelle sont :

> les bassins en boucle fermée (raceways) ou le milieu de culture est mis en mouvement
par des pales en rotation ;

> les bassins circulaires ou I’agitation est assurée par un bras rotatif ;

> les bassins inclinés ou le flux est assuré par la gravité et un systéme de pompe (design
plus rare).

Fig.9.- A: bassin en boucle fermée, infrastructure de Roswell, Nouveau Mexique

(USA) (Weissman et al. 1988). B: bassins circulaires d’environ 500m2, production de
chlorelle (Chlorella Industries, Japon) (LUNDQUIST, 2010).
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1.6.2.-Systemes fermés — les photobioréacteurs

Les photobioréacteurs (PBRs) sont des systemes de culture fermés dont une partie du
systeme, faite de matériau laissant passer la lumiere, est allouée a la photosynthese. Plus récents
que les bassins ouverts, de tres nombreuses innovations technologiques ont permis leur
optimisation. La prolifération de projets pilotes faisant usage de PBRs plutdt que de bassins
ouverts peut étre attribuée notamment au contréle plus rigoureux des procédés autorisant donc
une analyse plus fine des caractéristiques des souches étudiées.

Les cultures alguales sont mises en circulation soit par une pompe mécanique, soit par un
mécanisme de bullage (airlift). Ce dernier systeme permet simultanément le mixage de la
culture et son aération en facilitant les échanges gazeux en Oz et CO; entre le milieu de culture

et la phase gazeuse.
Il existe des géomeétries trés variées de PBR. On peut cependant distinguer trois grands types

+ les PBRs plats
+ les PBRs tubulaires
+ les PBRs a colonne verticale

Fig.10.- Organisation de PBR tubulaires
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Compressed air  Water spriniiers
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t Perforated air tubing

Fig.11.- Schéma d’un PBR plat

1.7.- Photosynthese chez les microalgues

La photosynthése est un processus indispensable a la vie de microalgues en permettant
I’utilisation de 1’énergie solaire (énergie lumineuse) pour la formation de la matiére organique ;
donc elle est le processus qui permet la réduction du dioxyde de carbone par I’eau en présence

de lumiére, pour la formation d’hydrates de carbone et d’oxygéne (ARORE, 2013).

La majorité des micro-algues sont dites photo-autotrophes ou autotrophes. Elles tirent
leur énergie de la lumiere par photosynthése et leur principale source nutritive est le CO2 en
solution dans I’eau. Leur relative simplicité et la petitesse de leur taille permettent d’effectuer

une photosynthese tres efficace (CHISTI, 2007).

Cependant, certaines especes de micro-algues sont capables de se développer en absence de
lumiere ; elles sont dites hétérotrophes. Dans ce cas elles se développent en mode fermé dans
des bioréacteurs semblables a des fermenteurs et se nourrissent d’une source de carbone

organique (PEREZ et al., 2011).

Tous les eucaryotes photosynthétiques, ainsi que les cyanobactéries, possédent de la
chlorophylle A. Il existe une variante de cette molécule, la chlorophylle B, que 1’on ne retrouve

que chez les plantes supérieures et les algues vertes.

12
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Chez les diatomées, la chlorophylle b est remplacée par un autre type de chlorophylle. Il
s’agit de la chlorophylle C, qui se caractérise par [’absence de groupement phytol, et dont il
existe plusieurs formes, les plus représentées étant les formes C1 et C2 (RECH, 2004).

Mgl — 'I: |||n.|

CHg < [ - CHzCHg
. N = MNoyau porphyrigue

CGiroupement phytol

Figl2.- Structure de Chlorophylle A

r (l:H, g
~|CHy=CH=CH,=CH, |~

b= - |

Chlorophylles C1 et C2 Groupement phytol

Signalons enfin I’existence de la chlorophylle D et de sa variante la chlorophylle d, retrouvées
chez les algues rouges et certaines cyanobactéries, et dont les propriétés de fluorescence
different de celles de la chlorophylle a (MIMURO et al., 1999) .
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v

0 OCH3

Fig13.- Structure de Chlorophylle D

En plus de la chlorophylle qui est le pigment photosynthétique primaire chez toutes les algues

photosynthétiques, on trouve toute une gamme de pigments supplémentaires de type
caroténoides (p-caroténe «pigment orange » et de I’astaxanthine « pigment rose ») et
phycobiliprotéines  (phycoérythrine  «pigment  rouge » et phycocyanine «pigment
bleue ») (MIMURO et al., 1999) .

COOH COOH

[-caroténe Phycoérythrine

Figl4.- Structure de B-caroténe et Phycoérythrine
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COOH COOH

Astaxanthine Phycocyanine
Fig15.- Structure d’Astaxanthine et Phycocyanine
1.8- Eléments indispensables a la croissance de microalgues

En plus de I’approvisionnement en nutriments, de nombreux facteurs sont susceptibles
d’influencer la croissance des microalgues : des facteurs abiotiques tels que la lumiére, la
température, la salinité, le pH, la teneur en O et des facteurs biotiques tels que des pathogenes
(bactéries, champignons, virus), des compétiteurs pour les ressources (algues exogenes) ou des
prédateurs (hydres, copépodes). Le contrdle des facteurs biotiques, assez ardu et controversé

excepté en milieux de culture extrémes (Anastasia ,2017)

La lumiére, qui constitue la source d’énergie primaire des microalgues en conditions
photo autotrophes, est bien évidemment un facteur déterminant de la productivité du systéeme.
La qualité (spectre adéquat avec la photosynthese) et la quantité de lumiere recue peuvent étre
maximisées par le choix du site de culture, le mode de culture et I’intensité du mixage pour

éviter la création de zones d’ombres stériles.

Si les températures optimales sont bien caractérisées en laboratoire pour les différentes
souches, I’impact des variations de la température, au cours de la journée et des saisons en

extérieur, sur leur productivité n’est pas bien connu.

De nombreuses microalgues tolérent bien des températures inférieures de 15°C de leur
optimum mais ne survivent pas a 2-4°C d’exces par rapport a leur température optimale .D’autre

part, des températures nocturnes basses limitent la perte de biomasse par respiration (qui peut
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représenter 25% de la biomasse accumulée au cours de la journée) mais en méme temps limitent

la reprise de la photosynthese le matin.

Le pH est principalement déterminé par la concentration en CO2. Au fur et a mesure qu’il

est consommeé le pH augmente. La mesure du pH sert donc d’indicateur pour modérer les flux

entrants de CO; (Anastasia ,2017).

Générée par la photosynthese, la production d’O2 peut atteindre 10g/m3/min. L’oxygéne
dissout a une action inhibitrice sur la photosynthese et, combiné avec de fortes intensités
lumineuses, peut causer des dommages photo-oxydatifs aux cellules. La limite tolérable est
d’environ 400% la saturation de I’air. L’¢limination de 1’02 se fait naturellement en bassin

ouvert mais est contraignante pour les photobioréacteurs (Anastasia ,2017).
1.9.- Compositions biochimiques de microalgue

L’intérét des micro-algues se manifeste par la diversité de leurs compositions
biochimiques. Cette biomasse se différencie principalement des autres végétaux par sa richesse

en lipides, protéines, polysaccharides, vitamines, pigments et antioxydants.

Elles représentent une source importante de quasiment toutes les vitamines essentielles
: B1, B6, B12, C, E, K1, et possedent un large panel de pigments, fluorescents ou non, pouvant
aussi avoir un role d’antioxydants. En plus de la chlorophylle (0,5 a 1% de la matiére séche)
qui est le pigment photosynthétique primaire chez toutes les algues photosynthétiques, on
trouve toute une gamme de pigments supplémentaires de type caroténoides (0,1 a 0,2% de la
matiére seche) et phycobiliprotéines (phycoérythrine et phycocyanine) (MATA et MARTINS,
2009).

Le contenu élevé en protéines, peptides et acides aminés (entre 12 et 65% de matiére
seche) de plusieurs especes de micro-algues est une des principales raisons pour les considérer
comme une source non conventionnelle de protéines dans I’alimentation humaine et animale

(pisciculture).

Certaines especes présentent aussi une richesse en oligosaccharides et polysaccharides ;
Les hydrolysats et les fractions de grands polysaccharides peuvent présenter des activités
biologiques (activité antivirale, antibiotique, ou anti-prolifératrice) chez 1’lhomme (DEJOYE,
2013).
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En général, les glucides constituent 15-25% du poids sec de la spiruline.

Les micro-algues peuvent accumuler plus de 80% de leur poids sec en lipide. Les lipides
marins peuvent étre classes selon deux catégories différentes basées en fonction de leur polarité
: d’une part, les lipides neutres comprenant les acylglycérols et les acides gras libres (AGL) et
d’autre part, les lipides polaires qui peuvent étre subdivisés en deux ; les glycolipides (GL) et
les phospholipides (PL), D’aprés GUEZZEN(2014), les microalgues ont une grande valeur
biologique due a leurs richesses aussi en : Fibres : de 33a61% (WANG et ZHOU, 2008).

Calcium : les microalgues sont une source abondante de ce minéral qui peut étre jusqu’a

34% de la matiére séche.

lode : la teneur en iode des microalgues est exceptionnelle et peut atteindre jusqu’a
14296mg/kg matiére seche Polyphénols appelés phlorotannins chez les microalgues, ils sont
présents surtout dans les phéophycées et montrent une activité antioxydante dans les tests in
vitro (GUEZZEN, 2014).

1.10.- Applications biotechnologique de microalgues

1.10.1. - Pharmaceutique et cosmétique

Plusieurs espéces de microalgues, principalement les deux espéces Arthrospira et
Chlorella sont de plus en plus exploitées dans le domaine cosmétique (MATA et MARTINS ,
2009).

Un certain nombre de métabolites d’intérét sont extraits de la dizaine d’espéces
exploitées industriellement a 1’heure actuelle. Parmi ceux-ci, les caroténoides sont utilisés
comme antioxydants (Asthaxanthine) et comme colorants a usage pharmaceutique et
cosmétique (B-caroténe, phycobiliprotéines) (BECKER, 1993), qui sont utilisées dans la
fabrication des produits de soin capillaire, du visage et de la peau grace a leur activité
antioxydante. En outre, la souche Arthrospira produit des protéines qui permettent la réparation
des signes de vieillissement de la peau alors que des extraits de la microlague Chlorella vulgaris
permettent de stimuler la production du collagene. Ce dernier a une propriété anti-age qui se
révele intéressante dans la fabrication des émulsions et des créemes antirides (PULZ et GROSS,
2004).
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Les lipides constituent également une tres large classe de molécules que la plupart des
microalgues peuvent accumuler dans d’importantes proportions de leur poids sec. Les acides
gras polyinsaturés qui dans le milieu naturel se retrouvent concentrés dans les organismes
marins en position inférieure dans la chaine trophique appartiennent a la classe des oméga-3 et
oméga-6 comme les DHA et EPA. Egalement, des molécules élaborées par des diatomées,
dinoflagellées et cyanobactéries font I’objet de travaux de recherche car elles présentent des
propriétés anticancéreuses (FOLMER et al., 2010). D’autres composés aux propriétés
antifongiques, antibactériennes, antivirales et antihistaminiques comptent également parmi les

molécules a intérét pharmaceutique.

Les microalgues représentent une source intéressante de molécules bioactives et de
toxines utilisables dans le développement de nouveaux médicaments. Plusieurs études ont
permis de mettre en évidence 1’implication des microalgues dans le domaine pharmaceutique
par I’identification de nouvelles molécules naturelles Dans ce contexte, la tubercidine, une

molécule cytotoxique, a éte identifiée chez la microalgue (MARTINI et SEILLER, 2006).
1.10.2.- Alimentation humaine

Certaines micro-algues sont sources de matiére alimentaire a haute valeur nutritive en
vitamines, protéines, sucres et lipides, produits en grande quantité et utilisables par I'homme.
Notamment les Diatomées, la Chlorelle et la Spiruline sont consommées sous forme de
compléments alimentaires. Par exemple, la Spiruline est formée par 60 a 68% de sa matiére
séche en protéines, elle est donc bénéfique pour des régimes alimentaires déséquilibrés en
protéines dans divers produits comme les glaces, les jus de fruits, le beurre, la margarine ou
encore dans I'enrobage de tablettes. Egalement, on peut citer I'additif E160a qui peut étre obtenu

grace a Dunaliella. Les micro-algues sont aussi source de vitamines (BECKER, 1993).

1.10.3.- Utilisations agronomiques
1.10.3.1.- Alimentation animale

Les micro-algues sont la base du réseau trophique en milieu marin. De ce fait il apparait
qu'elles peuvent étre intégrées a l'alimentation en aquaculture marine. Elles sont notamment
utilisées dans les élevages de bivalves et pour les larves de poissons et de crustacés. Ce sont

notamment leurs nombreux acides gras insaturés qui aident a la croissance des jeunes larves.
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Ces micro-algues (mortes) sont fournies sous forme de pates de micro-algues ou de micro-
algues seches. 1l semble cependant que ces micro-algues mortes soient utilisees essentiellement
en tant que complément de l'alimentation donnée habituellement ou en tant que supplément
quand il n'y a pas suffisamment d'algues vivantes (MILLEDGE, 2011). Les micro-algues
vivantes apparaissent comme le meilleur choix dans les conditions d'élevages, pour apporter
des valeurs nutritives élevées, présenter des propriétés physiques appropriées et fournir un
environnement sain a 1’élevage. On peut par exemple citer Isochrysis galbana et Tetraselmis
suecica qui sont considérées comme la meilleure nourriture pour les larves de bivalves. Les
caroténoides presentés précédemment ont aussi des applications dans I'élevage puisqu'ils
améliorent I'état de santé général des animaux. Ils sont aussi un supplément vitaminique chez
les volailles. En aquaculture, ils favorisent la qualité et la survie des larves de crevettes et sont
utilisés dans I'élevage et la coloration des saumons (MOLLER et CLAYTON, 2007).

1.10.3.2.- Engrais

Les micro-algues apparaissent également comme de bons fertilisants des sols pauvres
puisqu'elles apportent notamment du potassium, de l'azote, éléments essentiels a la croissance
végétale. Elles permettent aussi de capturer et de garder I'numidité. Enfin, elles accélerent la
pousse des cultures et les protegent en limitant la prolifération des épiphytes (organismes
végétaux qui croient et vivent sur d'autres végétaux sans se nourrir a leurs dépens) et des
parasites (MULLER et MOAL, 2003).

1.10.4.- Energie et environnement

Certaines micro-algues ont la capacité de produire de I'hydrogene grace a des enzymes,
les hydrogénases, lors de la photosynthése cet hydrogene peut étre utilisé comme
biocombustible et ainsi servir de source d'énergie propre et renouvelable (BRILMAN et
VENEMAN, 2013).

Des recherches sont menées pour augmenter la production de cet hydrogene, grace aux
domaines de recherche en biologie structurale, en génie génétique et ingénierie des protéines
(CADORER et BERNARD, 2008).

Les micro-algues semblent pouvoir servir dans des usines de traitement d'eaux usées.
En effet, I'addition de micro-algues dans des eaux usées ne contenant ni métaux lourds ni
radioisotopes, peut atténuer les impacts des effluents de ces eaux et des déchets industriels

azotés. De plus, en enlevant de I'azote et du carbone de I'eau, les micro-algues peuvent aider a
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réduire I'eutrophisation de certains milieux aquatiques (eutrophisation : enrichissement en sels
minéraux (d'un milieu aquatique) qui entraine un déséquilibre écologique), elles sont également
source de biomatériaux comme I'amidon qui peut servir a la fabrication de plastiques
recyclables. Les possibilités d'utilisation des micro-algues sont donc nombreuses et variées, en
plus de la production d'algo-carburants (GARCIA et VENEMAN, 2013). Des recherches sont
en cours notamment sur les pigments dans la lutte contre le cancer (Laboratoire de I'lFREMER
de Nantes).

1.11.- Modéle d’étude
Dans notre mémoire on a choisi une cyanobactérie qui s’appelle Spiruline
1.11.1.- Description de Spiruline

La Spiruline (Cyanobactérie) est une algue bleu-vert microscopique, planctonique
unicellulaire, vivant en eau douce, d’aspects spiralés de 0,3 a 1 mm de long (BRANGER et al.,
2003). Cependant les Spirulines présentent différentes formes. On trouve des formes spiralées
classiques, ondulées et parfois droites. Cette particularité est en relation directe avec les
conditions écologiques rencontrées dans leur habitat (CHARPY et al., 2008).

Elle a besoin pour croitre naturellement d’une eau saumatre et alcaline et de déjections
animales, ainsi que d’un climat chaud. Elle peut étre cultivée en apportant les sels minéraux et

les nutriments nécessaires (BRANGER et al., 2003).
Différentes formes prises par la Spiruline sont :

A : Forme spiralée (Arthrospira fusiformis)

B : Forme ondulée (Spirulina maxima)

C : forme droite (Arthrospira platensis)
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Figl16.- Différentes formes de Spiruline
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1.11.2.- Cartographie nutritionnelle de la spiruline

La composition de la Spiruline varie selon les conditions de culture, la période de réecolte,
I'origine geographique, le procédé de récolte, de séchage, de broyage, de conditionnement
(MANET, 2016) et elle est aussi variable d’une ferme a une autre et dépendante du milieu de
culture mis en place par D’algoculteur. Valeurs moyennes pour 10g de spiruline
séche (SAUTIER et TREMOLLIERES, 1975).

Tab2.- Valeurs nutritionnelles de spiruline selon SAUTIER et TREMOLLIERES en 1975.

Protéines et acides aminés essentiels Isoleucine 580 mg
Leucine 817 mg
Lysine 493 mg
Méthionine 265 mg
Phénylalanine 462 mg
Thréonine 530 mg
Tryptophane 137 mg
Valine 700 mg

Acides aminés non essentiels Alanine 820 mg
Arginine 743 mg
Acide aspartique 905 mg
Cystéine 93 mg
Acide glutamique 1259 mg
Glycine 487 mg
Histidine 148 mg
Proline 418 mg
Serine 530 mg
Tyrosine 300 mg

Quelque vitamines Provitamine A (béta-caroténe) 14 mg
Vitamine B1 (thiamine) 0.35mg
Vitamine B2 (riboflavine) 0.4 mg
Vitamine B6 (pyridoxine) 0.001 mg
Vitamine B9 (acide folique) 1ug
Vitamine B12 32ug
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Minéraux, oligo-élément Calcium 100mg
Fer 18 mg
Sodium 60 mg

Pigments Phycocyanine (bleu) 1500 mg-2000 mg
Chlorophylle (vert) 115 mg
Caroténoides (orange) 37 mg
Béta-caroténe 14 mg

Glucides Rhamnose 9%
Cyclitols 25%
Glucosamine 2%
Glucine 15%
Glycogéne 0.5%
Acide sialique et autres 0.5%

1.11.3.- Compositions et structures chimiques des glucides de spiruline

Les glucides représentent 13,6 a 25% de la matiere séche des Spirulines La paroi des
Spirulines comme les bactéries Gram-négatives, est formée de glucosamine et d’acide

muramique associés a des peptides.

1.11.3.1.- Glucides simples et polyols a petites molécules

Les sucres simples comme le glucose, le fructose et le saccharose existent a 1’état de
traces. Le glycogeéne représente 0,5%, le glycérol et des polyalcools comme le mannitol et le
sorbitol sont présents en petite quantité.
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L’essentiel des glucides assimilables est constitué par ces polymeres. Ils constituent
I’ensemble des mucilages extractibles par 1’eau, soit 11 a 12% du poids sec. Le glucosane et le
rhamnosanne constituent respectivement 1,9% et 9,7% du poids sec de la Spiruline (QUILLET,
1975). La glucosamine représente une part non négligeable des polysaccharides.

Par contre, le galactose et ses dérivés sont absents de cet équipement glucidique.
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Fig19.- Structure de Glucosanes aminés et Rhamnose

1.11.3.3- Cyclitols

Présents sous forme phosphorylée, les cyclitols correspondent a 2-3 % de la matiére
seche de la Spiruline. lls se composent essentiellement de meso-inositol phosphate qui constitue
une source de phosphore organique ainsi que d’inositol (350-850mg de matiére séche)
(CHALLEM et al., 1981). Cette teneur en inositol serait selon (FALQUET et HUMNI , 2006)
environ huit fois celle de la viande et plusieurs centaines de fois celle des végétaux les plus
riches en cette molécule. Les cyclitols phosphatés sont aussi des capteurs de calcium qui
peuvent avoir un effet décalcifiant si 1’apport en calcium devenait insuffisant (QUILLET,
1975).
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1.11.3.4.- Glucides des parois cellulaires

Ces glucides se retrouvent sous la forme d’acide sialique a de trés faible teneur (0,5%),
de glucannes aminés et de rhamnosanne aminés, ainsi que d’acide muramique et glucosamine
sous forme de chlorydrate, tous deux associés a des peptides et a un pourcentage totalisant 2%
(CLEMENT et al., 1967 ; QUILLET, 1975).

La paroi de la Spiruline présente une teneur en glycogene estimée a environ 0,5% de
son poids sec (FOX, 1999 ; QUILLET, 1975). Et d’une teneur en cellulose tres faible, soit 0,5%

de son poids frais (JACQUET, 1974). Elle serait donc facilement assimilable méme par les

personnes.
CHs CH.OH
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Fig21.- Structure des acides sialique et muramique

1.11.3.5.- Polysaccharides sulfatés

La Spiruline est constituée aussi de polysaccharides sulfatés spécifiques comme le
spirulane-calcique (Ca-Sp) ou le spirulane-sodique (Na-Sp) (LEE et al., 1998). Ces
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polysaccharides sont porteurs de nombreux résidus sulfatés et se composent de rhamnose,
ribose, mannose, fructose, galactose, xylose, glucose, d’acide glucuronique et galacturonique,
ainsi que d’ions calcium et sodium. Ils auraient d’aprés des études in vitro des propriétés

anticoagulantes, immunostimulantes et antivirales (LEE et al., 2001).
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Fig22.- Structure de Spirulane-Sodique (Na-Sp)
1.11.4.- Taxonomie

Le tableau ci-aprés synthétise la taxonomie de Spirulina platensis d’aprés
CHAPPEY 2001 et LEIPE 2003.

Tab 14.- Taxonomie récapitulative de Spirulina platensis

Régne Monera ou Bacteria

Sous-régne Prokaryota
Phylum ou Division Cyanophyta ou Cyanobacteria
Classe Cyanophyceae
Ordre Oscillatoriales
Famille Oscillatoriaceae
Genre Arthrospira

Espece platensis
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1.11.5.- Culture de Spiruline

La production de Spiruline se fait a plusieurs échelles : artisanale, semi-industrielle et
industrielle. Les éléments de différenciation de ces modes de production sont la surface totale
des bassins de culture et leurs surfaces unitaires, les moyens et matériaux utilisés, les degrés de
technologie, les objectifs (CHARPY et al., 2008).

1.11.5.1.- Production artisanale

Pour lancer une production artisanale de Spiruline il faut de I’eau contenant des
nutriments, du soleil et une température entre 25 et 40°C , il faut avoir fait le bon choix du site
(’exposition au soleil pour un maximum d’intensité lumineuse, la température « au-dessous de
20°C, la croissance est stoppée » , de I’acces a ’eau : cours d’eau, fleuves, puits, mer ).et des

matériaux de construction, et d’une souche de Spiruline robuste.

Actuellement la taille minimum recommandée pour un bassin est de 60m2. Les bassins
sont remplis d’eau a un niveau atteignant 15 a 20 cm.
L’agitation des bassins se fait de plus en plus avec une roue a aube ou une pompe exceptée

pour les petits bassins encore agités au balai.

Fig23.- Exemple de culture artisanale : Fig24.- Exemple de culture industrielle :

bache plastique bioréacteur
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1.11.5.2.- Production semi-industrielle et industrielle

Les systémes de production semi-industrielle et industrielle se différencient par I’ordre
de grandeur de I’investissement, la surface des bassins de culture, le tonnage de production, et
la sophistication des techniques de production.

Les fermes semi-industrielles sont des systemes de production qui peuvent étre
modulaires et démarrer & partir de petites exploitations de type artisanal. Ces fermes sont
constituées de bassins de 200 a 1000 m2 avec une surface totale exploitée entre 3000 m2 et 1
hectare (CHARPY et al., 2008).

1.11.6.- Récolte de Spiruline
La récolte de la Spiruline se fait manuellement ou a la machine. Le choix de
I’appareillage visera une consommation énergétique raisonnée et permettra de minimiser les

risques d’écrasement de la Spiruline (Cahier des charges SPIRULINE - Version 2017).

1.11.7.- Séchage de Spiruline

Il doit étre réalisé a une T°C inférieure a 65°C. On peut sécher a I'ombre simplement
dans un courant d'air a température ambiante, mais il faut terminer la déshydratation dans un

séchoir a air chaud ou avec un déshumidificateur.

Le séchage au plein soleil en plein air est le plus rapide et le moins colteux, mais il a des
inconvénients : le produit est exposé aux poussieres et aux animaux (il faut de préférence le
protéger par une moustiquaire), et il risque de bleuir en surface par destruction de la
chlorophylle par les ultra-violets (JOURDAN, 2006).

On peut réaliser le séchage dans le laboratoire a I’étuve entre 80°C et 100°C pendant 24h
(DOUMANDJI et al., 2011).

1.11.8 Evaluation de Defficacité de la spiruline sur la malnutrition et sur la santé
(JOURDAN, 2006)

+ Stimule ou augmente physiologiquement 1’énergie vitale ;

+ Fortifiant de haute valeur. La spiruline induit un regain de I’activit¢ métabolique
générale ;

+ une reglobulinisation notable chez des personnes anémiées, de par sa teneur élevée en
Fer organique et en Vitamine B12 ;

+ Bon stimulant et régulateur du systéme immunitaire ;
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Excellent pouvoir désintoxiquant et régénérant des tissus endommagés, notamment
dans la protection et la réparation du foie et du pancréas ;

Excellent produit amincissant : pour les populations occidentales bien nourries !
Complément alimentaire chez les diabétiques : sucres a assimilation lente (rhamnose,
cyclitol, glucosamine, glucane et glycogene) ;

Stimulant physique chez les sportifs (diminution de la fatigue), stimulant intellectuel.
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CHAPITRE I1.- LES ACTIVITES BIOLOGIQUES DES
EXOPOLYSACCHARIDES

I.1.- Définition de microalgues

Les polysaccharides sont présents dans tous les organismes et présentent une grande
variété de structures biochimiques basées sur des combinaisons glycosidiques de différents
monosaccharides (hexoses et pentoses), y compris de nombreux sucres complexes. Divers
substituants tels que des groupes acyle, des acides aminés ou des sulfates peuvent étre fixes sur
ces squelettes linéaires ou ramifiés. Cette vaste gamme de structures liées par des liaisons
glycosidiques fournit un vaste ensemble d'architectures différentes qui se traduisent par des
feuilles, des spirales et des hélices simples / triples (DUMITRIU, 2005). D'abord exploités par
I'industrie pour leurs propriétés rhéologiques comme agents épaississants ou gélifiants
(DELATTRE et al, 2009 ; KEAAN, 2012). Les polysaccharides ont récemment recu beaucoup
d'attention en raison de la détection de différentes activités biologiques, telles
qu’immunomodulatrices, antibactériennes, anticoagulants, antimutagénes, radioprotecteurs,

anti-oxydants, anti-ulcéreux, anticancéreux et anti-inflammatoires.
11.2.- Les activités biologiques des polysaccharides de microalgues

11.2.1.- Activité antioxydante

Un antioxydant est toute substance qui lorsqu’elle est présente en faible concentration
par rapport a celle du substrat oxydable, retarde ou prévient de manieres significatives

I’oxydation de ce substrat.

Ces antioxydants présentent un intérét croissant car il semblerait que les formes réactives
de I'oxygeéne (les radicaux superoxydes, hydroxyles, alkoxydes et peroxydes, le peroxyde
d’hydrogene, 1’oxygeéne singulet) soient, en partie du moins a l’origine de nombreuses
affections comme la maladie de Parkinson, la maladie d’Alzheimer, I’artériosclérose, la
polyarthrite chronique, le mongolisme ou encore le cancer (lls interviennent aussi dans le
phénomeéne de vieillissement (TIMBO, 2003).

11.2.2.- Activité antimicrobienne

Les activités antimicrobiennes de I'extrait de spiruline contre Staphylococcus aureus
(bactérie Gram positive), Escherichia coli (gram négative bacterium), Candida albicans et
Aspergillus niger.
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11.2.3.- Activité anticoagulante

L'effet anticoagulant est défini comme I'inhibition de la formation de thrombine active
dans le plasma, alors que I'effet anti thrombotique est défini comme I'inhibition de la formation
de la thrombose et/ou de sa croissance (COLLIEC et al, 1990).

Les polysaccharides sulfatés ont toute une activité anticoagulante, due a leur interaction
avec les enzymes et les inhibiteurs du systéme de la coagulation qui fait a 2 voies : voie

endogéne ( voie intrinséque ) et voie exogeéne ( extrinséque)

» Na-SP (Sodium Spirulan) est de polysaccharide sulfaté qui présente une forte activité
antithrombine par activation du cofacteur Il de I'héparine, qui est un inhibiteur
physiologique de la thrombine, dans un mécanisme différent de celui de I'héparine
(YAMAMETO et al, 2006)

» La Spirulan Calcique (Sp-Ca) agirait en activant le cofacteur II de I’héparine, molécule
qui inhibe la thrombine, donc la coagulation (CHARPY et LANGLADE, 2008).

Leurs effets anticoagulants dépendent d'un modele exact de substitution sulfurique.
Une petite modification dans la structure conduit a une perte presque complete de l'activité
anticoagulante (MULLOQY et al., 2000).

La coagulation est un processus physiologique indispensable au bon fonctionnement
de ’organisme puisqu’il permet ’arrét du saignement. Le sang se solidifie par transformation
du fibrinogéne en fibrine insoluble a la suite d’une quinzaine d’étapes. Le bon équilibre de ces
réactions en cascade est trés important puisqu’une activation pathogéne ameéne a la thrombose,
alors qu’un déséquilibre est responsable d’hémorragie. Le Ca-SP issu de Spirulina platensis est
un compose de la spiruline auquel on a attribué des propriétés anti-coagulantes, sans pour autant

provoquer de risque hémorragique ou de contamination virale.

Pour inhiber 50 % de la thrombine présente, il suffirait de 0,048 ug/mL de Ca-SP contre
0,140pg/mL pour I’héparine et 1,100pug/mL pour le dermatane sulfaté qui sont tous les deux

des molécules anticoagulantes classiques.

11.2.4.- Activité anticancéreuses

Le cancer est un probléme universel de santé a une forte morbidité et mortalité (BAO et

al., 2013) ; C’est une maladie multifactorielle complexe typiquement caractérisé par une
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Croissance incontrblée de cellules transformées qui tendent & envahir les tissus environnants et

métastaser vers d'autres tissus et organes (ZONG et al, 2012).

De nombreuses études ont suggéré que les polysaccharides peuvent inhiber la
croissance tumorale par des mécanismes communs comme la prévention de I'oncogenese par la
consommation orale de préparations actives ; une activité anticancéreuse directe, telle que
I'induction de I'apoptose des cellules tumorales ; I'activité immunopotentiation associée a une

chimiothérapie et I'inhibition de la métastase tumorale (ZONG et al., 2012) .

La Spiruline peut apporter un effet anticancéreux Par sa composition :

0,

% Le calcium-spirulan (Ca SP) en tant qu'inhibiteur de tumeurs cancéreuses a fait I'objet
de peu d'études. Mishima et al ont montré que le calcium-spirulan inhibait I'invasion de
difféerentes tumeurs (mélanome B16-BL6, carcinome du colon, cellules de
fibrosarcome) sur des membranes basales reconstituées. Le polysaccharide réduirait les
métastases pulmonaires des cellules de mélamone B16-BL6 en inhibant l'invasion
tumorale de la membrane basale, probablement due & une activité anti-héparinase et par
prévention de I'adhésion et de la migration des cellules tumorales vers la lame basale ;
Il a été démontré que des récepteurs spéecifiques au rhamnose étaient présents sur les
cellules tumorales de métastases de poumon. Or, comme le principal composant du
calcium-spirulan est le rhamnose, il est possible qu'il soit reconnu par ces récepteurs
présents a la surface des cellules tumorales. Le calcium-spirulan posséderait un potentiel
d'inhibition de I'invasion tumorale (SEBASTIEN, 2008).

*» En polysaccharides qui améliorent I’activité enzymatique des endonucléases, enzymes

réparatrices des dommages de I’ADN pouvant aboutir a des cancers (AUDREY, 2016).
11.2.5.- Activité antivirale

Le polysaccharide sulfaté isolé de la cyanobactérie Spirulina platensis, appelée
spirulan, a démontré une puissante activité antivirale. Hayashi T. et Hayashi K. (1996) ont
découvert que le Ca-SP permettait d'inhiber la réplication de plusieurs virus a enveloppe, dont
le virus herpes simplex du type 1, le cytomégalovirus humain, le virus de la rougeole et des

oreillons, le virus de la grippe A et le VIH-1.

L'étude indique qu'un prétraitement 3h avant l'infection est plus efficace qu'un

traitement juste aprés l'infection. Ceci suggere que le polysaccharide doit agir a un stade precoce
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de la réplication virale soit & la phase d'adsorption ou de pénétration, le Ca-SP a inhibé de fagon
sélective la pénétration du virus dans les cellules hotes et & une concentration de plus de 40
ug/mL, il est capable de bloquer presque totalement la pénétration du virus HSV-1 (CHARPY
et LANGLADE, 2008).

L'action antivirale du calcium-spirulan est surtout préventive en agissant sur
I'adsorption et pénétration des virus dans la membrane cellulaire. L'ingestion de spiruline et par
conséquent de calcium-spirulan dans le cas d'une possible contamination pourrait étre bénéfique
pour diminuer le risque infectieux et ainsi prévenir la maladie (SGUERA, 2008).

On ajoute aussi que l'activité anti-VIH-1 de Ca-SP est comparable a celle du sulfate de
dextran (DS, un puissant agent anti-VIH-1 connu), alors que son activité anti-HSV-1 est 4 a 5
fois plus élevée que celle du sulfate de dextrane.( SEBASTIEN, 2008)

L'activité anti-VIH-1 de Ca-SP ou DS était 4 et 5 fois plus élevée dans les cultures
traitées avec Ca-SP ou DS lors de l'infection que dans les cultures traitées avec ces substances

apres infection.
Le Ca-SP s'est révélée supérieure a DS dans une application thérapeutique possible parce que :

+ l'augmentation de la réplication virale a de faibles concentrations, un phénomene
habituel dans DS, n'a pas été observée avec Ca-SP,

« Ca-SP avoir un effet anticoagulant beaucoup plus faible que DS,

% Ca-SP a montré une demi-vie beaucoup plus longue dans le sang des souris
comparée a DS,

=+ Ca-SP était 4 a 5 fois plus efficace pour inhiber HSV-1 comparé a DS.

De plus, I'extrait aqueux de S. platensis a inhibé la réplication du VIH-1 dans les lignées de
cellules T humaines, les cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC), et les cellules de
Langerhans (ABD EL BAKY, 2013).
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CHAPITRE Ill.- MATERIELS ET METHODES

I11.1.- Principe d’étude

Le présent travail s'oriente sur I'étude des activités biologiques d’extrait

exopolysaccharidique de Spirulina platensis.

L'étude porte sur I'extraction des exopolysaccharides hydrosolubles issus de la suspension
algale « Spirulina platensis ». Ainsi, l'extrait d’exopolysaccharide est caractérisé partiellement
par des méthodes colorimétriques (analyses quantitatifs), & savoir la détermination des teneurs
en oses totaux, neutres, réducteurs, acides uroniques et en polyphénols. De méme, une analyse
qualitative des résidus glycosidiques constitutifs aprés hydrolyse par chromatographie sur
couche mince est effectuée. Et le plus important vise a 1’étude les propriétés biologiques dont
les activités: anticoagulante, antioxydante, antidiabétique de [I’extrait  brut

exopolysaccharidique issu de Spirulina platensis.
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Choix de la suspension algale
(Echantillonnage)

L’extraction d’exopolysaccharide

Extrait brut

~
Etude la composition de
I’extrait brut d’EPS

J

Dosage des oses totaux

Hydrolyse acide des
Dosage des oses neutres liaisons Activité anticoagulante

Dosage des oses acides glycosidiques. Activité antioxydante

Dosage des oses Chromatographie sur Activité antidiabétique
réducteurs couche mince

CCM
Dosage de polyphénol ( )

\ J\ J

Fig26.- Schéma de différentes étapes expérimentales

111.2.- Matériel d’étude

Le matériel d’étude regroupe le matériel biologique, les produits et I’appareillage.
111.2.1.- Matériel biologique

111.2.1.1.- Choix de la souche

Pour la présente étude le choix est porté sur une microalgue issue de région saharienne il

s’agit de Spirulina platensis.
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111.2.1.1.1.- Méthode d’échantillonnage
111.2.1.1.1.1.- Prélévement

Le prélévement des échantillons de la suspension algale du genre spiruline a était réalisée a
la date de 10 mars 2018. On a fait 1’échantillonnage dans un bassin située dans une serre de

nébulisation vitrée, ce bassin contient spécialement de spiruline cultivée par monsieur Seggai.

On a prélevée 50 ml de la suspension algale a la surface, 1’échantillon collecté est versé
dans un flacon en verre de 100ml contenant 25ml de I’éthanol a 97%. L’échantillon doit étre
directement transporté dans un frigidaire & une température ambiante pour 1’analyse au

laboratoire qui doit débuter.
111.2.1.1.2.- Etude morphologique (Observation sous microscopique optique)

La suspension contenant la spiruline doit étre montée sur une lame pour 1’observer sous
microscope optique. Ensuite brasser la suspension et prélever quelque goutte d’échantillon. Puis
déposer sur une lame quelques gouttes d’échantillon (Préparer deux lames pour le méme
échantillon), et ajouter une goutte du Lugol et le déposer entre la lame et la lamelle et une autre
sans 1’addition du Lugol. A I'afin les lames sont prétes pour 1’observation au microscope (x10

et x 40).
111.2.2.- Matériels non biologique

Le matériel non biologique regroupe les produits et I’appareillage. (Voire les tableaux 3 et 4)
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Tab 3.-Caractéristiques physicochimiques et origine des produits chimiques utilisés au cours de I’expérimentation

Produit Fournisseur Forme  Formule Masse Densité Pureté %
molaire
(g/mol)
butanol PROLABO Liquide 74.12 0.807- 99.5
C4H100 0.812
Acétate d’éthyle BIOCHEM CHEMOPHARMA Liquide  CaHsO2 88.11 /
Acétone SIGMA-ALDRICH Liquide C3HeO2 58.08 0.790- >99
0.792
Acétone BIOCHEM CHEMOPHARMA Liquide C3HeO 58.08 / 99.5
Acide acétique EDEN LABO Liquide CHsCOOH 60,05 / 99.5
Acide orthophosphorique SIGMA-ALDRICH Liquide HsPO4 / 85-88
Acide sulfurique BIOCHEM CHEMOPHARMA Liquide  H.SO4 98,07 / 98
Acide trifluoroacétique Alfa Aesar Liguide CF;COOH 114,02 1,49 99
Aniline BIOCHEM CHEMOPHARMA Liquide CgHsN 93.13 / 99
Bicarbonate de sodium BIOCHEM CHEMOPHARMA Solide NaCHO:3 84,01 / 99,5
Bleue de Coomassie BIOCHEM CHEMOPHARMA Solide  CasH44N3NaO7S2

Carbonate de sodium
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BIOCHEM CHEMOPHARMA Solide Na.COs 105.99 99.9
anhydre
Chloroforme BIOCHEM CHEMOPHARMA Liquide CHCI3 119.38 99
Chlorure de calcium

BIOCHEM CHEMOPHARMA Solide CaCl».2H, O 147,02 96
dehydrate
Chlorure de potassium EDEN LABO Solide KCI 99
Chlorure de sodium VWR Solide NaCl 58,44 100
Copper (2) sulfate

BIOCHEM CHEMOPHARMA Solide CuS0O4, 5H, O 249.68
pentahydrate
Diphénylamine BIOCHEM CHEMOPHARMA Solide C12H11N 169.23 99
Disodium hydrogéne

BIOCHEM CHEMOPHARMA Solide Na;HPQO,. 2H, O 177,99 99,5
phosphate dehydrate
DPPH SIGMA-ALDRICH Poudre  C18H12NsOe 394,0 /
Ethanol BIOCHEM CHEMOPHARMA Liquide CzHsO 46.07 96
Ether de pétrole SIGMA-ALDRICH Liquide / / 95
Glucose VWR Solide CeH1206 180,16
Hemolysis & wash solution
WL TOSOH EUROPE N. V. Liquide / 33 /
Hydroxyde de potassium BIOCHEM CHEMOPHARMA Solide KOH 56,11 85
Hydroxyde de sodium BIOCHEM CHEMOPHARMA Solide NaOH 40 97
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Isopropanol BIOCHEM CHEMOPHARMA Liquide C4HgO 60.10 0.803- 99.5
0.805

Méthanol BIOCHEM CHEMOPHARMA Liquide CH4O 32.04 / 99

Phénol FLUKA CHEMIK Liquide CeHeO 94.11 90

Phénol BIOCHEM CHEMOPHARMA Solide CsHsO 94,11 / 99,5

Potassium dihydrogen

ohosphate anhydre BIOCHEM CHEMOPHARMA Solide KH2PO4 136,09 / 99,5-100,5

Potassium sodium tartrate BIOCHEM CHEMOPHARMA Solide KNaCsH4Oe, 282.22 / 98

tetrahydrate 4H,0

Pyridine BIOCHEM CHEMOPHARMA Liquide  CsHsN 79.10 / 99.5

Résorcinol BIOCHEM CHEMOPHARMA Solide CsHs02 110,11 / 99,5

Rouge de phenol BIOCHEM CHEMOPHARMA Solide C19H1405S 354,38 / 98-101

Serum albumine bovin BIOCHEM CHEMOPHARMA Solide 98

Sulfate de

magnésiumheptahydraté BIOCHEM CHEMOPHARMA Solide MgSQs. 7TH2 0O 246,47 / 99,5-103

TPTZ SIGMA-ALDRICH Poudre  C19H12Ns 312,33 / 99
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Tab 4.- Origines et types d’appareils utilisés au cours de I’expérimentation

Appareil Fournisseur Type Lieu de fabrication

Agitateur magnétique VELP CSIENTIFICA F20520162 EUROPE
Autoclave WEBECO WEBECKE. P : 2.5BAR, T : 1380C /

Bain marie MEMMERT MEMMERTGMBH. WB 7. NENNTEMP ; 100 0C GERMANY
Bain marie avec agitation MEMMERT MEMMERTGMBH. NENNTEMP;95 0C GERMANY
Balance OHAUS DISOVERY DV 215CD OHAUS. USA.
Centrifugeuse SIGMA SIGMA. 15PK, 14000 RPM. GERMANY
Distillateur LABORTECHNIC D30-BURGWEDL, 2108 GERMANY
Etuve MELAG MELAG815.220V, 50HZ, 12.3A, 2700w. GERMANY
Hotte TEL STAR TELSTAR AV-100. MODELE50/60 HZ, 0.6KW. SPAIN
Micropipette SOCOREX ACURA 821. 200-1000ML SWIS

PH métre WTW WTW.D-82362. PH 1970. GERMANY
Spectrophotometre SHIMADZU UV-MINI-1240.UV-VIS SPECTROPHOTOMETRE CHINA
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Microscope optique PHYWE PHYWE B22 GERMANY
Coagulométre TROMBOTIMER1 AUTO-START-SYSTEME GERMANY
Reéfrigérateur IRIS IRISSAT ALGERIE
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111.3- Extraction des exopolysaccharides hydrosolubles

Un volume de 50 ml de suspension exopolysaccharidique brut de souche Spirulina
platensis est prétraité par 5 ml d'éthanol a 96% pendant 24 heures afin d’éliminer les composés
lipophiles et les pigments ainsi les composés de faible poids moléculaire, les polyphénols, les
oligosaccharides, les oses simples et les acides aminés (GUO et al., 2016). Les
exopolysaccharides sont précipitées a l'aide de 3 volumes éthanol a 96% (EBRINGEROVA et
al., 2003) dans un réfrigérateur a 4°C pendant 24 heures (LIU et al., 2014). Une centrifugation
(SIGMA. 15PK, 14000 RPM) & 4000rpm pendant 15mn (CHEN et al., 2010) est effectuée. Le
culot est récupéré puis lavé trois fois par 1’acétone dont il est remarqué 1’apparition d’un
précipité grisatre (ZHAUYNBAEVA et al., 2010), faire la centrifugation a 4000rpm pendant
15mn , puis séché a I’étuve a 45°C-50°C pendent une nuit (HERLINA et al., 2016).Le culot
obtenu représente l'extrait brut d’exopolysaccharide hydrosoluble (HE et al., 2014) pour faire |
‘étude de la composition qualitative et quantitative d’exopolysaccharide brut. En fin conservé

au réfrigerateur a 4°C jusqu’a I’analyse.

Photo 1.- Exopolysaccharide apres lavage avec  Photo 2.- Exopolysaccharide apres séchage a

I'acétone 50°C

46



CHAPITRE Ill.- MATERIELS ET METHODES

Un volume de 50 ml d’une suspension
exopolysaccharidique

[ 50 ml de suspension + 5 ml d'éthanol & 96 % ] Prétraitement
Les polysaccharides + 3 volumes d'éthanol a Précipitation
96 %
Apreés la centrifugation laver le culot 3 fois Lavage

avec l'acétone

Séchage

v

[ Extrait brut d’exopolysaccharide ]

Fig27.- Schéma de Différentes étapes de 1I’extraction des exopolysaccharides hydrosolubles a
partir de Spirulina platensis.
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Calcul du rendement

Le rendement en pourcentage d’exopolysaccharide en extrait sec a été calculé selon LI

et al. (2015) par la formule suivante

Le contenu exopolysaccharidique de 'extraction (g)
Rendement de I’extraction (%) = X 100
Le poids de la poudre sec de la spiruline (g)

N.B on peut calculer le rendement d'extrait exopolysaccharidique par rapport le poids de
Spiruline fraiche.

111.4- Analyse de la composition globale de I’extrait exopolysaccharidique

Cette partie de I’étude consiste a la détermination de la composition biochimique
d’extrait brut d’exopolysaccharide hydrosoluble obtenue aprés extraction. Pour se faire, les
teneurs en sucres totaux, sucres réducteurs, acides uroniques et polyphénols ont été quantifiées

au moyen de méthodes colorimétriques.

Les teneurs en oses totaux, neutres et acides et réducteurs et en composées phénoliques totaux
d’exopolysaccharide d’une souche Spirulina platensis ont été déterminées par des méthodes
colorimétriques. La solution a doser est préparée a une concentration de 0,1% par 1’ajout de 10

mL d’eau distillée a 10mg de la poudre de I’extrait puis diluée a 0,01 %.

111.4.2.1.- Dosage des oses totaux

Le dosage des oses totaux est réalisé par la méthode de DUBOIS (1956) qui est un
dosage colorimétrique

111.4.2.1.1.- Principe

La quantité d’oses totaux contenue dans le surnageant des milieux de culture des
microalgues est suivi en utilisant la méthode de dosage colorimétrique de Dubois et al., (1956)
utilisant le phénol et I’acide sulfurique. Les liaisons glycosidiques sont hydrolysées, a chaud,
en présence d’acide sulfurique concentré et la déshydratation des unités osidiques conduit a la
formation de composés furfuriques. Ces derniers interagissent avec les composés phénoliques
(phénol) par condensation pour former des composes de coloration orange-jaune absorbant a
492 nm.
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Fig28.- Principe du dosage colorimétrique des sucres totaux par la méthode de Dubois et al.
(1956).

111.4.2.1.2.- Préparation des réactifs et des solutions

e Préparation de la solution mére de I'extrait exopolysaccharidique 0,01%
La solution est préparée avec 10 mg de I'extrait brut exopolysaccharidique dans 10ml
d'eau distillée ; puis 1ml de mélange est completé par 9 ml d'eau distillée.

e Préparation de la gamme étalon de glucose 0,001% a 0,01% (DUBOIS et al., 1956).

Tab 6.- la gamme étalon de glucose

Blanc  0,001% 0,002% 0,005% 0,008% 0,01%

Eau distillée 1 0,9 0,8 0,5 0,2 0
Glc 0,01%(ml) 0 0,1 0,2 0,5 0,8 1
Concentration (mg/l) 0 10 20 50 80 100

e Préparation de la solution du phénol 5%
La solution est préparée avec 1g du phénol dans 20ml d'eau distillée selon la méthode
de DUBOIS et al. (1956) modifiée.
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111.4.2.1.3.- Mode opératoire

Dans des tubes en verres placer un mélange de 200ul de solution d’exopolysaccharide a
doser, de concentrations de 0,01%, ainsi que des solutions de glucose constitutives de la gamme
d’étalonnage sont préparées simultanément dont les concentrations varient de 0,001 a 0,01% et
200ul de phénol 5% est ajoutée. Apreés homogénéisation, Iml d’acide sulfurique H2SO4 (96%),
est rapidement introduit dans le milieu réactionnel. Les tubes sont ensuite incubés au bain Marie
a 100°C pendant 5 mn. Les tubes sont refroidis dans un bain de glace pendent 30 mn a I’abri de
la lumiére. L’absorbance est mesurée a 490 nm (BRUDIEUX, 2007; RUIZ, 2005; GENESTIE,
2006).

111.4.2.2.- Dosage des acides uroniques et des 0ses neutres

Les liaisons glycosidiques subissent une hydrolyse, a chaud, en présence d’acide
sulfurique. La déshydratation des unités osidiques conduit a la formation de composés
furfuriques. Ces derniers interagissent avec les composés phénoliques (résorcinol ou méta-
hydroxybiphényle) par condensation pour former des composés absorbant a 450 ou 520 nm
(BLUMENKRANTZ et ASBEE-HANSEN, 1973 ; MONSIGNY et al., 1988).

Deux gammes étalons sont réalisées, une gamme étalon de glucose pour les oses neutres
et une gamme étalon d’acide glucuronique pour les acides uroniques avec des concentrations

en oses comprises entre 0,05 et 0,3 g.L-1.
111.4.2.2.1.- Dosage des oses uronique (Acides)

111.4.2.2.1.1.- Principe

Sous I’action d’acides minéraux concentrés a chaud, les acides uroniques du milieu
subissent une déshydratation interne poussée suivie d’une cyclisation aboutissant a la formation
de dérivés d’acide 5-formylfuroique. Les acides uroniques réagissent alors avec le méta-
hydroxydiphényle (MHDP) pour former un chromophore de couleur rose absorbant a A=525
nm. La coloration est améliorée par la présence de borate mais reste trés sensible aux
interférences dues aux oses neutres qui se déshydratent et colorent en présence d’acide

sulfurique concentré.
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SElmcturoniaue

Fig29.- Principe du dosage colorimétrique des acides uroniques par la méthode de
BLUMENKRANTZ et ASBOE-HANSEN (1973).

111.4.2.2.1.2.- Préparation des réactifs et des solutions
e Préparation de la solution mere d'acide glucuronique 0,01%

La préparation est effectuée par 10 mg d'acide glucuronique dans 100 ml d'eau distillée.
e Solution A

Dans bain de glace et avec agitation magnétique, une quantité de 0,095¢g de tétraborate de
sodium (Na2B407, 10H20) a 0,0125 est ajouté a 20 ml d'acide sulfurique. Cette solution est

conservée a 4°C a labri de la lumiére.
e Solution B

Une quantité de 40mg de NaOH est dissous dans 8ml d'eau distillée, puis 12 mg de m-HDP est
ajouté. Cette solution est conservée a 4°C.

e Préparation de la gamme étalon de I'acide glucuronique de 0,001% a 0,01%
(WARRAND, 2004).
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Tab 7.- La gamme étalon de 1’acide glucuronique

Blanc  0,001% 0,002% 0,005% 0,008% 0,01%

Eau distillée 1 0,9 0,8 0,5 0,2 0
Glc A. 0,01%(ml) 0 0,1 0,2 0,5 0,8 1
Concentration (mg/l) 0 10 20 50 80 100

111.4.2.2.1.3.- Mode opératoire

La solution a dose (200ul) est ajoutée a 1,2 ml d’une solution de tétraborate de sodium a
0,0125M dans I’acide sulfurique concentré. Apres agitation, les tubes sont incubés5Smn dans un
bain d’eau glacée avant d’étre placés dans un bain Marie a 100° C pendant Smn. Apres
refroidissement environ 10mn dans un bain de glace, 20ul de solution de méta-hydroxy-
diphényle (MHDP) est ajoutée. Les tubes sont agités. L’absorbance est lue a 520nm apres 5mn,
la couleur violacée indique la présence des oses acides (BLUMENKRANTZ et ASBOE-
HANSEN, 1973). La concentration en oses acides est obtenue par référence a une gamme

d’étalonnage d’acide glucuronique de 0,001 a 0,01%.

111.4.2.2.2.- Dosage des oses neutres

111.4.2.2.2.1.- Principe

Le dosage des oses neutres se repose sur la réaction des dérivés furfuriques obtenus par
action a chaud d’un acide concentré comme 1’acide sulfurique, en présence d'un composé
aromatique, le résorcinol (1,3-dihydroxybenzéne), donnant des composés de couleur orangeée.
L'absorbance est mesurée a 480nm et les quantités des oses en solution peuvent étre établies en
comparaison avec une gamme étalon du glucose de concentration 0,001% a 0,01%
(MONSIGNY et al., 1988; DUBOIS et al., 1956) .

111.4.2.2.2.2.- Préparations des solutions et réactifs

e Preparation de la solution du résorcinol 0,6%

La solution est préparée avec 0,3g du résorcinol dans 50ml d'eau distillée selon la

méthode de MONSIGNY et al. (1988) modifiée.
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e Préparation de la gamme étalon du glucose 0,001% a 0,01%

Tab 8.- La gamme étalon du glucose

Blanc  0,001% 0,002% 0,005% 0,008% 0,01%

Eau distillée 1 0,9 0,8 0,5 0,2 0
Glc 0,01%(ml) 0 0,1 0,2 0,5 0,8 1
Concentration (mg/l) 0 10 20 50 80 100

111.4.2.1.2.2.2.3.- Mode opératoire

Dans des tubes a essai, 200 pl de 1’échantillon est ajoutés a 200 ul de résorcinol a 0,6%
et 1 ml d'acide sulfurique concentré (98%). Les tubes sont agités et mis dans un bain Marie a
90° C pendant 30 mn et ensuite placés dans un bain de glace pendant 30 mn a l'obscurité. La

densité optique de la solution est déterminée a 480 nm par un spectrophotometre.
111.4.2.3.- Dosage des oses réducteurs

La concentration en sucres réducteurs a été déterminée par la méthode de
WAFFENSCHMIDR et JAENICKE(1987).

111.4.2.3.1.- Principe

L’acide 2,2’-bicinchoninique et ses dérives forment en condition alcaline un complexe bleu
avec les ions Cut formés lors de 1’oxydation des aldoses en acides aldoniques. Le composé
chromogénique peut étre suivi par spectrophotométriec a A=540 nm permettant ainsi la

quantification des oses libres.
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111.4.2.3.2.- Préparation des réactifs et des solutions

e Solution A : 31,75 g NaHCOs3, 12,1 g Na,CO3 dans 450 mL d’cau distillée. La solution
est utilisée pour dissoudre 0,971 g de 4,4’-dicarboxybiquinoline et le volume est ajusté
a 500 mL avec de I’cau distillée.

e Solution B : CuSOg4, 5H0 dans 450 ml d’eau distillée puis ajouté 0,631 g de L-sérine

et ajuster a 500 mL.

e Préparation de la gamme d'étalon de galactose de 0.002% & 0.02%.

Tab 9.- Gamme étalon de galactose

blanc 0.002 0.005 0.01 0.015 0.02
Eau distillée (ml) 01 0.9 0.75 0.5 0.25 00
Galactose 0,02%(ml) 00 0.1 0.25 0.5 0.75 1
Concentration (mg.I't) 00 10 25 50 75 100

111.4.2.3.3.- Mode opératoire

Dans un tube a essai en verre, introduire 200 pl de I’échantillon a analyser, 800 pul d’eau
distillée et 1 mL de la solution mélange A+B (1 : 1 v/v). Incuber les tubes durant 15 min a
100°C dans un bain marie puis conserver les tubes pendant 20-25 min a température ambiante.
Mesurer 1’absorbance a A=540 nm. La concentration en sucres réducteurs est obtenue par
référence a une gamme étalon de galactose réalisée entre 0.002 et 0,02 g/L
(WAFFENSCHMIDR et JAENICKE, 1987).

111.4.2.4.- Dosage des composés phénoliques totaux

Les teneurs en phénols totaux de I’extrait sont déterminées au moyen du réactif de Folin-
Ciocalteu selon la méthode adoptée de SINGLETON et ROSS (1965).

111.4.2.4.1.- Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique et
d’acide phosphomolybdique qui est réduit, lors de I’oxydation des phénols en mélange
d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdene (bleu). La coloration bleue produite posséde une
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absorption maximale aux environs de 750 nm. L’absorbance, par référence & une gamme étalon
obtenue avec un acide phénolique : acide gallique, permet de déterminer la quantité de
polyphénols totaux présente dans un extrait (CHAABI, 2008).

111.4.2.4.2.- Préparation des réactifs et des solutions

e Solution mere d'acide gallique : 100mg d'acide gallique dans 100 ml d'eau distillée.
e Réactif de Folin-Ciocalteu dilué 1/10

e Solution carbonate de sodium a 20% : 129 de carbonate de sodium dans 60ml.

e Préparation de la gamme d'étalon d'acide gallique 0,05% a 0,35%.

Tab 10.- Gamme étalon de l'acide gallique

Blanc 0,05% 0,10% 0,15% 0,20% 0,25% 0,30% 0,35%

Eau distillée (ul) 1 95 90 85 80 75 70 65
AG 0,1% (ul) 0 5 10 15 20 25 30 35
Concentration (mg.l1) 0 50 100 150 200 250 300 350

111.4.2.4.3.-Mode opératoire

Introduire un volume de 100 pl de 1'échantillon dans des tubes a essais en verre; puis
ajouter 500 pl du réactif de Folin-Ciocalteu dilué 1/10; il faut agiter les tubes et incubés durant
2 min; ensuite additionner de 2 ml de carbonate de sodium & 20%; , mettre immédiatement
les tubes a I'obscurité pendant 30 min a température ambiante; en fin lire la densité optique a

765 nm en utilisant le spectrophotométre UV-Visible.

La teneur des polyphénols totaux de 1’extrait exopolysaccharidique de la Spirulina

platensis est exprimée en g équivalant de I'acide gallique / 100g de spiruline séche.
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I11.5.-Caractérisation des résidus glycosidiques

L’identification des monosaccharides constitutifs des exopolysaccharides nécessite la
rupture de toutes les liaisons glycosidiques (RUIZ, 2005) et les monosaccharides libérés sont

analysés par chromatographie sur couche mince (CCM).

111.5.1.-Hydrolyse acide des liaisons glycosidiques

C’est une hydrolyse totale effectuée par 1’acide trifluoroacétique (TFA). Il s’agit d'un
acide de force similaire mais sa volatilité permet de I'éliminer par évaporation ou lyophilisation
(MORRISON et STEWART, 1998).

111.5.1.1.- Principe

L’hydrolyse consiste a couper les liaisons glycosidiques, a pour but de dépolymeériser
les exopolysaccharides a analyser par un acide. Donc, dans notre travail 1’hydrolyse

d’exopolysaccharide par le TFA permet 1’analyse de la composition en monosaccharides par

CCM (MORRISON, 1998).

Le TFA est devenu I'acide de choix pour la plupart des analyses de glucides en raison
de son efficacité a I'nydrolyse des liaisons glycosidiques sans causer des destructions massives
des composants de monosaccharides résultant (RUIZ, 2005 ;JOHANSSON et al., 2006).

111.5.1.2.- Matériels et Réactifs
L’acide trifluoroacétique (TFA) a 2M est préparé a partir I’acide trifluoroacétique pure.
111.5.1.3-Mode opératoire

Quantité de 25mg d'extrait brut d’exopolysaccharide hydrosoluble est hydrolysé par
1ml d'acide trifluoroacétique 2M, a 100°C pendant 4 heures, dans des tubes fermeés. Apres
refroidissement a température ambiante, 1’hydrolysat est récupéré. L'acide est co-évaporé par
I’ajout de quelques gouttes de méthanol. L’hydrolysat est déposé a une température ambiante
sous hotte pendant 24 heures jusqu’a évaporation compléte (ATHUKORALA et al.,
2006).Aprés 1’évaporation compléte de TFA, 1’hydrolysat est dissout dans 1.5 ml d’eau
distillée, Verser I'hydrolysat dans I'Eppendorfs étiquetés, Centrifuger I'nydrolysat a 100009
pendant 10mn , puis les conservés pour I’analyse par CCM (XU et al., 2008).
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111.5.2.- Chromatographie sur couche mince(CCM)

La chromatographie sur couche mince est une technique d’analyse qualitative et
quantitative utilisée dans la présente étude pour I’identification des différents oses constitutifs
d’exopolysaccharide hydrosoluble. C’est une technique chromatographique dont la phase

mobile est un liquide. Elle est sensible et de faible cout (ROUESSAC et ROUESSAC, 2004).
111.5.2.1.- Principe

La chromatographie sur couche mince (CCM) est une méthode d’analyse
couramment utilisée pour 1’identification de composé€s organiques et, permet un contrdle aisé
et rapide de la pureté des produits analysés (AUTRAN, 1991). L'identification est rendue
possible grace a des témoins, solutions de sucres ou acides aminés connus déposés dans les
mémes conditions que le mélange a analyser. Chaque sucre ou acide aminé est caractérisé par
son Rf, rapport de la distance de migration du spot a la distance de migration du front du
solvant (AUDIGIE et al., 1984). En effet, Rf traduit le jeu des rétentions/élutions différentielles

avec la phase stationnaires et la phase mobile (KYTE et al., 1982).

Elle se déroule en trois étapes essentielles qui sont le dépét de I’échantillon, la
migration sur la plaque et la mesure de la concentration. Son efficacité est due a la possibilité
d’agir de maniére précise sur la sélectivité entre les composés par le choix de la plaque et de la
composition du systéme, c’est-a-dire en exploitant les interactions soluté/phase mobile/phase
stationnaire (ROUESSAC et ROUESSAC, 2004).

Apres migration, les spots sont révélés par une réaction colorée le Nigrum pour les oses
et le Ninhydrine pour les acides aminés. Aprés chauffage a I'étuve a 105°C pendant 10 a 15mn
les aldohexoses donnent une coloration bleuétre, les aldopentoses donnent une coloration

verdatre, les cétoses donnent une coloration rougeatre (PAULSEN et al., 2002).

e Le révélateur utilisé est le Nigrum pour les oses. Ce dernier se compose de deux
solutions A et B selon PAULSEN et al. (2002)
- Solution A: 4g de diphénylamine dans 100 ml d'acétone,

- Solution B: 96 ml d'acétone complété jusqu'a 100 ml par l'aniline.

Aprés mélangé les deux solutions A et B, 20 ml d'acide ortho-phosphorique (85%), sont ajoutés.
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e Le révélateur de Ninhydrine pour les acides aminés selon laboratoire de FSNV leur
préparation est
-20g de poudre Ninhydrine
-95ml de butanol
-10ml d'acide acétique (0.1 mol /).

111.5.2.2.- Mode opératoire

Les plagues sont préparées par le tragage d’une ligne fine de dépot a 1 cm du bord
inferieur, puis activée dans I’étuve a 100°C pendant 10 mn. Apres activation, les plaques sont

prétes au dépot des échantillons a 1’aide d’un applicateur.

Les hydrolysats obtenus sont analysés par chromatographie sur couche mince (CCM)
sur des plaques de silice de type Silica gel 60 F 254 de 0.25 mm d'épaisseur, sur feuille

d'aluminium.

Quatre systemes de séparation (A, B, C et D), sont utilisés pour des plaques en gel de
silice (HOTON-DORGE, 1976 ; HAN et ROBYT, 1998 ; CHENG et al., 2010). Le choix du
systeme est en fonction de la nature des oses a séparer et les rapports frontaux obtenus.

Le Nigrum est utilisé comme révélateur pour les systtmes en gel de silice
(GHEBREGZABEIER et al., 1975).Pour les acides aminés , on utilise un seul systeme (E) et le
révélateur est le Ninhydrine (J. Kyte et al., 1982 ).

Phases mobiles

> Pour le systeme A
La phase mobile est constituéed’acétate d'éthyle, pyridine, eau, n-butanol, acide
acétique dans les proportions 5-4-4-10-2 (DORGE, 1976).

» Pour le systeme B
la phase mobile est constituée de : Chloroforme, n-butanol, méthanol, acide
acetique, eau (4,5-12,5-5-1,5-1,5) (CHENG et al., 2010).

> Pour le systeme C
La phase mobile est constituée de : Acetonitrile, acétate d’éthyle, propanol, eau
avec les proportions suivantes : 8,5-2-2-1,5 (HAN et ROBYT, 1998).

58



CHAPITRE Ill.- MATERIELS ET METHODES

» Pour le systeme D
la phase mobile est constituée de : Butanol, éthanol, eau avec les proportions
suivantes : 4-1-5(BISHT et al., 2013).

» Pour le systeme E (pour les a.a)
la phase mobile est constituée de butanol, acide acétique, eau (7-2-1) (Kyte et
al., 1982).

Phase stationnaire

Pour la phase stationnaire, les plaqgues CCM de gel de silice de type Silica gel 60 F 254 de
0,25mm d'épaisseur de 0,25mmsur feuille d’aluminium, sont utilisées (YANG et al.,
2010.GHEBREGZABEIER et al., 1975.WANG et FANG, 2004).

> Préparation de la cuve de chromatographie
Avec moins de 1 cm de hauteur de phase mobile. Il faut laisser saturer I'atmospheére de
la cuve envapeur de phase mobile ce qui implique une fermeture étanche et du temps...
Sinon les migrationsseront perturbées par les courants latéraux d'évaporation de la phase
mobile (J. Kyte et al., 1982) .

> Préparation des plaques chromatographiques
Réaliser un tracé au crayon vers 1.5 cm du bord inférieur de la plaque de gel de silice,
puis sont activées dans 1’étuve a 100°C pendant 10 mn. Une fois activées, les plaques
sont prétes pour le depdt des échantillons (BOUAL, 2011).

> Réalisation des dép6ts convenables des hydrolysats et étalons
- Déposer suffisamment de matiére a analyser pour avoir des taches de migration
détectées par la technique de révélation.
- ne pas déposer trop, sinon on risque de saturer le solvant de migration lorsqu'il
atteindra le spot de dépot ce qui entrainera une migration avec tramée.
-A chaque 10 mg de glucide étalon (arabinose, galactose, glucose, mannose, rhamnose,
xylose, fructose, acide galacturonique, acide glucuronique et ribose) est ajouté 1ml d'eau
distillée (BOUAL et al., 2013). Méme chose pour les acides aminés étalons « 10mg pour
chaque a.a » (alanine, arginine, acide aspartique, acide glutamique, cystéine, glycine,
histidine, leucine, phénylalanine, proline, serine, thréonine, tryptophane, tyrosine et

valine).
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-Les solutions sont déposees a I’aide d'un applicateur, en utilisant une micropipette de
10ul (AUDIGIE et al., 1995).

» Placement en cuve et laisser migrer
-pas de turbulences, pas de vagues ;
- vérifier qu'au départ, la ligne de dépdt est bien au-dessus du niveau de solvant !
- refermer immédiatement la cuve apres introduction de la plaque ;
- laisser migrer tant que le front de phase mobile progresse mais arréter avant que le
front de solvant n'atteigne I'extrémité supérieure de la plaque (J. Kyte, 1982).

» Revélation de la CCM

Quand le solvant arrivera a 1cm du bord supérieur, les plagues sont retirées
doucement et le front du solvant est marque avec un crayon (DELATTRE, 2005).
Elles sont ensuite séchées a I’air libre et révélées par le NIGRUM pour les glucides ou
laNinhydrine pour les acides aminés a I’aide d’un pulvérisateur. Les plaques sont
incubées a I’étuve a 105°C jusqu’a I’apparition des spots colorés (ou taches) environ

15mn (BOUAL, 2011).

111.5.2.3.- Calcul du rapport frontal des spots

Le rapport frontal est calculé pour chaque spot obtenu des hydrolysats et des étalons,
pour but de comparer les Rf, et déterminer les différents types d’oses ou des acides aminés

constitutifs des extraits bruts de polysaccharides hydrosolubles obtenus ((DAVID et HAZEL,

1998).
La distance parcourue par I'échantillon ou les témoins

Rf =

La distance parcourue par le savant

111.6.- Activités biologiques

La présente étude, s’intéresse particulierement a I’activité anticoagulante,
antioxydante et activité antidiabétique d’exopolysaccharide issu d’une souche Spirulina

platensis.
111.6.1.- Activité anticoagulante

L’effet des polysaccharides hydrosolubles sur la coagulation du sang, est évalué par des

tests de coagulation qui sont le temps de Quick (TQ)), et le temps de céphaline activée (TCA)
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a ’aide d’un coagulométre (Thrombotimer 1-channel). Les analyses sont reéalises dans le
laboratoire d'Etablissement Spécialisé de la santé —mere et enfant — Boukhrisse Omar
d'Ouargla.

Les réactifs utilisés sont préts a I’emploi selon BIOLABO 2014 et BIOLABO 2013.
111.6.1.1.- Temps de céphaline activé (TCA) : voie endogéne (intrinséque)
111.6.1.1.1.- Principe

Le test TCA permet la recalcification du plasma par le chlorure de calcium en présence
d’une quantité de céphaline (substitut de plaquettes) et d’un activateur du facteur XII (kaolin).
Le kaolin présent le double avantage a savoir une lecture aisée et un temps de lecture plus court
(BIOLABO, 2014).

111.6.1.1.2.- Matériel et Réactifs

Incubateur, tubes a essai, plasma humain citraté, solution d'exopolysaccharide, réactif de TCA,
CaCL..

111.6.1.1.3.- Mode opératoire

Dans chaque tube, 90ul de plasma sont incubés avec 10 pul d'une solution de polysaccharides
a 37°C pendant 2 min. Ensuite, 100 ul de réactif TCA sont ajoutés et incubés pendant 2 min a
37°C. Puis 100 pl de 0.25 M de CaCl2 sont ajoutes aux mélanges (KARAKI et al., 2013). En

fin faire aire la lecture de résultats.
111.6.1.2.- Temps de Quick (TQ) : voie extrinséque

Le temps de Quick (TQ) est un parametre biologique explorant ’activité anticoagulante

des facteurs I, I1, V, VII et X (voie extrinséque et voie finale commune) (RACHLINE, 2014).
111.6.1.2.1.- Principe

Le temps de Quick (TQ) correspond au temps mis par un plasma citraté pour coaguler
en présence de thromboplastine calcique, réactif jouant un role d’activateur tissulaire de la
coagulation (RACHLINE, 2012). Le temps de coagulation est déterminé a 37°C. Le temps de
Quick ainsi mesuré pourra étre converti en taux de prothrombine (TP) ou en International
Normalized Ratio (INR) (BIOLABO, 2013).
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111.6.1.2.2.-Matériels et Réactifs
-Coagulometre du type Thrombotimerl-channel (Auto-start-system).
- Réactif de TP.
-Mélanges (plasma et solution polysaccharidique).

111.6.1.2.3.- Mode opératoire

- Pour le test TQ, 200ul de réactif de TP sont ajoutés au mélange incubé (90ul de plasma
et 10 pl de solution polysaccharidique).
- Le temps de coagulation est enregistré en utilisant un coagulométre du type

Thrombotimer 1-channel.

Les résultats des tests sont exprimées en temps (secondes) de coagulation a une concentration
de 100pg de polysaccharide par 100ul de mélange (YOON et al., 2002).

NB. Tous les tests ont été effectués en triple.
Pour les valeurs normales : TP entre 70-100% , TQ entre 11-13 sec et pour INR entre 0.8-1.2
111.6.2.- Activité antioxydante

L’effet antioxydant d’une substance, présente en faible concentration comparée a celle
d’un substrat oxydable, est de retarder ou de prévenir de manicre significative 1’oxydation de
ce substrat (CAESAR, 2007). Les antioxydants peuvent réduire le stress oxydatif en inhibant
les réactions de la chaine oxydative (LIU et al., 2013). La vitamine C (acide ascorbique) est
probablement la plus efficace et la moins toxique de tous les antioxydants solubles dans 1’eau

identifiée a ce jour (CAESAR, 2007).

L’¢évaluation de la capacité antioxydante de I'extrait brut dans cette étude est effectuée
suivant deux tests 2,2-diphenyle-1-picrylhydrazyle (DPPH) et le test de radical hydroxyle (OH

.)_
111.6.2.1-Test anti-radicalaire par la méthode de DPPH adapté de Yamaguchi et al.(1998)

Le dosage de la réduction des radicaux DPPH est parmi les méthodes les plus fréequemment
utilisees et offre la premiére approche pour I'évaluation de l'activité antioxydante d'une
molécule (SHAHIDI et ZHONG, 2015).
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111.6.2.1.1.- Principe

Le 1,1’ diphenyl-2-picryl hydrazyl (DPPH) est un radical stable qui posséde un électron
célibataire sur 1’atome d’azote, caractérisé par une couleur violette et un pic d’absorption
spectral maximal a 517nm, apres incubation pendant 30 min dans I'obscurité a température
ambiante. En présence d’antioxydant, 1’électron célibataire vient s’apparié, ce qui conduit a la
décoloration de DPPH du violet (forme radicalaire DPPH-) au jaune (forme réduite DPPH-H).
Cette décoloration représente donc la capacité d’échantillon a piéger ce radical (LEMAOUI,
2011), cette méthode est adaptée de DELATTRE et al. (2015). Les fractions polysaccharidiques
sont dissoutes a différentes concentrations (de 0.001 a 0.01). Donc l'antioxydant présent

généralement plus de doubles liaisons conjuguais.

La vitamine C (acide ascorbique) est un antioxydant naturel utilisé comme témoin positif.
111.6.2.1.2.- Préparation des réactifs et des solutions

Solution DPPH : dissoudre 3.94 g dans 100ml d'éthanol.

Préparation de gamme d'étalonnage d'acide ascorbique (vit C) : dissoudre 0.5 g de poudre

de vit C dans 100mld'eau distillée, avec une concentration 0.001 % a 0.01%.
Blanc : éthanol.
Control : DPPH + éthanol (v/v),

Tab 11.-Gamme d'étalonnage d'acide ascorbique (vit C)

0.001  0.002 0.004  0.006 0.008 0.01

A.Asc0.0.01 % (ml) 0.1 0.2 0.4 0.6 0.8 01
E. distillée (ml) 0.9 0.8 0.6 0.4 0.2 00
Concentration (mg.I-1) 10 20 40 60 80 100
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111.6.2.1.3.- Mode opératoire

» avec solution DPPH

L'activité de piégeage des radicaux DPPH a été déterminée selon la méthode de BARTOLOME
et al. (2004) avec des modifications mineures. Une aliquote de 1 mL d'échantillon (0.5 %) ont
été mélangés avec 1 ml de Solution DPPH (DPPH 0,1 mM dans I'éthanol).Le mélange a été
secoué vigoureusement et incubé dans I'obscurité pendant 30 minutes a température

37°C.L"absorbance du melange réactionnel a ensuite été mesurée a 517 nm (JIAN SUN, 2017)

> avec Ethanol

DPPH est remplacé par une solution d'éthanol & 95%, qui pourrait corriger I'erreur résultant de
la couleur inégale des solutions d’échantillon (XICHUAN et al., 2017).

111.6.2.1.4.- Calcul de pourcentage d’inhibition

L'activité de piegeage des radicaux DPPH par I'exopolysaccharide a été calculée selon
I'équation suivante (YI-LONG MA, 2017).

P(%) inhibition = [Ao— (A — A2)] x 100 /A

Ao : solution DPPH + éthanol = control.
A : solution DPPH + échantillon ou étalon.
A : solution échantillon ou étalon + éthanol.

111.6.2.2.- Activité de piégeage des radicaux hydroxyles (OH °)

L'activité de piégeage des radicaux hydroxyles des échantillons a été étudiée en employant la
méthode modifiée décrite par HAN et al 2016.

111.6.2.2.1.- Préparation des réactifs et des solutions

Préparation d'étalon d'acide ascorbique (vit C) : dissoudre 0.5 g de poudre de vit C dans

100mld'eau distillée, avec de concentration 0.001 % a 0.01%.
SolutionFeSO4 (6mM) : 0.274 g dans 300 ml eau distillée.

Blanc : eau distillée.
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Control : [0.5ml de FeS04 + 0.5 ml de solution d'éthanol acide salicylique (6mM) + 0.5 ml de
H202 (6 mM)] + 0.5 ml de H20.

Tab 12.-Gamme d'étalonnage d'acide ascorbique (vit C)

0.001  0.002 0.004  0.006 0.008 0.01

A.Asc0.0.01 % (ml) 0.1 0.2 0.4 0.6 0.8 01
E. distillée (ml) 0.9 0.8 0.6 0.4 0.2 00
Concentration (mg.I-1) 10 20 40 60 80 100

111.6.2.2.2.- Mode opératoire

» avec solution de radicaux hydroxyles (OH °)

1 ml de solution d'échantillon d exopolysaccharide a été pris dans un tube a essai (0.5 %) + 0.5
ml de solution de FeS04 (6 mM), 0.5 ml de solution d'éthanol acide salicylique (6 mM) et 0.5
ml de H202 (6mM) ont été ajoutés. Apreés avoir réagi pendant 30 min a 37 °C avec un bain d'eau
a I’obscurité, mélange a été mesurée a I'absorbance de 510 nm (HAO and al., 2017. QIANWEI
etal., 2017).

» avec l'eau distillée

La solution de radicaux hydroxyles (OH ) est remplacé par 1.5 ml d'eau distillée qui pourrait

corriger l'erreur résultant de la couleur inégale des solutions d’échantillon.
111.5.2.2.3.- Calculer le taux de clairance des radicaux hydroxyles

Radicaux hydroxyles (-OH) a été calculé en utilisant I'équation suivante (YI-LONG MA, 2017).

P(%) inhibition = [Ao— (A1 — A2)] X100 /A,

Ao : solution -OH + eau = control.

A1 : solution -OH + échantillon ou étalon.
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A : solution échantillon ou étalon + eau.
111.6.3.- Activité antidiabétique
111.6.3.1.- Principe

L’étude de I’activité antidiabétique des exopolysaccharides porte sur la détermination

de leur pouvoir inhibiteur de I’enzyme a-D-glucosidase.

Le test de détermination de pouvoir inhibitrice de I’enzyme a-D-glucosidase est basé
sur la mesure de la libération de p-Nitrophénol (p-NP) dont I’enzyme catalyse la dégradation
de p-Nitrophényl-a-D-glucopyranoside (p-NPGP) en a-D-glucopyranoside et p-Nitrophénol.
Ce dernier absorbe a 405 nm, qui permet d’évaluer 1’activité enzymatique de 1’a-D glucosidase

(HA et al., 2012).

En présence d’inhibiteur, I’activité enzymatique de 1’a-D-glucosidase diminue ou
inhibé. Cela est exprimé par diminution de la dégradation de substrat p-NPGP
(MOSIHUZZMAN et al., 2013). Dans ce test I’acarbose est utilisé comme control positif. Le

controle négatif représente le milieu réactionnel de I’enzyme a-D-glucosidase sans aucun aditif.
111.6.3.2.-Materiel et Réactifs

Incubateur, spectrophotométre, 1’acarbose, 1’eau distillée, la solution du substrat (p-NPG), la

solution de I’a-D-glucosidase.
111.6.3.3.- Préparation des solutions et réactifs

La préparation se fait selon les méthodes de BISHT et al. (2013), QIAN et al. (2015)

modifiées. Préparer la solution mére de I’extrait polysaccharidique (10mg/100ul) :

La solution est préparée avec 10 mg de I'extrait brut polysaccharidique lyophilisé dans 100ul
d'eau distillée. Puis préparation des dilutions de la solution mére de I’extrait polysaccharidique
préparer aussi la solution de I’acarbose (Pour préparer une solution de 1’acarbose de 100mM,
50 mg de I’acarbose est dissout dans 774 pl d'eau distillée.) et en fin préparer des dilutions de

I’acarbose

Une gamme de dilution allant de 0,01 a 100 mM est préparée a partir de la solution mére
d’acarbose100mM.
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Tab 13.- Dilutions de la solution mére de 1’extrait polysaccharidique

Blanc 10% 25% 50% 75% 100%

Eau distillée (ul) 20 19 15 10 05 0
Sol. mere (ul) 0 01 05 10 15 20
Concentration (mg.ml?) 0 10 25 50 75 100

111.6.3.4.-Mode opeératoire (BISHT et al., 2013; QIAN et al., 2015)
Dans un tube sec, ajouter un volume de 500ul de la solution de 1’a-D-glucosidase

- Ajouter 10pl de I’acarbose pour le contrdle positif, de 1’extrait polysaccharidique pour

le test, ou de 1’eau distillée pour le contrdle négatif.
- Incuber le mélange pendant15 min a 37° C.

- Ajouter un volume del125ul de la solution du substrat (p-NPG) préalablement incubé
a37°C.

- Faire agiter bien le tube pendant une minute.

- Aprés 2 min d’incubation, lire 1’Absorbance a 405 nm et suivie la cinétique
enzymatique de I’a-D-glucosidase en mesurant I’ Absorbance chaque 12 sec pendant 3

min de réaction par un spectrophotométre UV- Visible.
111.6.3.5.- Calcul de pourcentage d’inhibition (XU et al., 2014; ZANG et LI, 2015).

Le % d’inhibition est calculé selon la relation suivante

Pourcentage d’inhibition = (AA Contréle négatit _ AA gchantition’ AA Controle négatit ) X100

AA controle négatit = A1Controle négatif - AgContréle négatif.

A A ¢hantillon =A1 échantillon — Acéchantillon).
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111.7.- Analyse statistique

L’analyse statistique des différents dosages et des tests d’évaluation des activités
biologiques est effectuée par les logiciels statistiques Excel et le R. Toutes les représentations
graphiques sont dessinées par I’Excel, les tests de normalités et les analyses de la variance aussi
la matrice de corrélation sont réalisés a 1’aide du logiciel R. Le test de normalité est calculé par
un test nommé «Shapiro test » car 1’analyse est univariée et les données sont inférieures a 40
puisque les analyses et les dosages sont effectués en triple exemplaires pour les fractions
obtenues, I’application des tests paramétriques est faite pour I’analyse de la variance (ANOVA)
avec Tukey test pour les résultats normaux, et régression Spearman pour les résultants non

normaux.
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CHAPITRE IV.- RESULTATS ET DISCUSSIONS

Dans ce chapitre, nous exposerons les différents résultats obtenus lors de I'extraction et
de la caractérisation des exopolysaccharides hydrosolubles extraits a partir de microalgue
« Spirulina platensis » et leurs activités biologiques testées.

IV.1.- Etude microscopique

Nous avons fait deux études microscopiques entre lame et lamelle : a I'état frais sans
coloration et l'autre avec coloration par Lugol en utilisant deux grossissement x100 et x400.Les
résultats obtenus sont de forme filamenteuse non ramifiée c.a.d. formes droites indiquent que
la souche étudiée est la Spirulina platensis selon CHARPY et al (2008).

Grossissement x 100 Grossissement x 400

Photo.3.- Etude microscopique sans coloration
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Grossissement x 100 Grossissement x 400

Photo.4.- Etude microscopique avec Lugol

IV .1.1.- Description de la souche Spirulina platensis

Spirulina platensis, appelée communément spiruline est une cyanobactérie qui est
exploitée, aussi bien en lacs naturel qu'en bassins industriels, dans divers régions du monde.

Elle est consommeée depuis les temps reculés par diverses populations du monde (Tchad,
Mexique, Inde) La spiruline se présente sous formes de filaments constitués des cellules
juxtaposées.

La reproduction de la spiruline, asexuées, se fait par division des filaments Elle est

considérée comme une source alimentaire de haute qualité nutritive (BOUTALBI, 2014).
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1V.2.- Rendement de I’extrait brut des exopolysaccharides hydrosolubles

On a remarqué que 1’extrait exopolysaccharidique de Spirulina platensis a une couleur

grisatre (voir la photo 35).

Selon la loi de calcule de DIALLO et al (2004), Il apparait que le rendement massique
de I’extrait de suspension exopolysaccharidique hydrosoluble (0.60 g) de la souche Spirulina
platensis par rapport a la matiere seche (4.3 g) est de 13.95%. Ce rendement concorde a
I'intervalle signalé par CHARPY L et al( 2008) soit 13.6% - 25 %. Cette valeur est élevé par
rapport a la valeur obtenue dans I’algue verte Ulva lactuca soit 9.2 % (KARDACHE et
KHOUALDI, 2016) et dans l'algue rouge Asparagopsis armata soit 6% (SANDRINE, 2004).

La composition chimique et le rendement varient suivant diverses conditions de
I’environnement climatique, la localisation, I’origine géographique et la période de récolte
(SVOBODA et HAMPSON ,1999). Le pourcentage de rendement peut étre expliquée par 1’état
physiologique d'algues que les polysaccharides sont des métabolites primaires donc ils sont
utilisés comme des précurseurs d’autres métabolites secondaires, comme source d’énergie, la
saison et la période de la récolte , ou par les différences des conditions expérimentales au
laboratoire type d’extraction (décoction, infusion ou par macération, ...), et le degré de pureté

d’alcool utilisé dans la précipitation et le volume utilis¢ (EBRINGEROVA et al., 2003).

On a vue malgré que les microalgues possédent des faibles quantités de polysaccharides la

Spiruline a une quantité importante.
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Fig.30.-le rendement d'exopolysaccharides de Spirulina platensis

Avant séchage Apres séchage

IVV.3.- Compositions de I’extrait brut exopolysaccharidique en différentes oses

Le tableau 13 montre les résultats obtenus dans le dosage des composants de I’extrait

exopolysaccharidique hydrosoluble.

Tab 15.- Les teneurs en oses totaux, oses acides et neutres, oses réducteurs et polyphénols

) Oses Polyphénols
Oses totaux % Oses acides % Oses neutres %
réducteurs% %

43.1 +0.020 29.6 £0.0014 13.5 +£0.0049 Traces Traces
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La solution & doser est préparée a une concentration de 0,01% par 1’ajout de 10 ml d’eau distillée
a 10 mg de la poudre de I’extrait, puis diluée a 1/10. Les résultats de dosages colorimétriques
effectués sur I’extrait brut de suspension exopolysaccharidique hydrosoluble de Spirulina

platensis avec les gammes d’étalonnages sont resumes dans le tableau et les courbes précédents

L'extrait d’exopolysaccharide est constituée de sucres totaux (43.1 £0.020 %) avec
également de teneur en oses acides (29.6 £0.0014 %) et des oses neutres (13.5 £0.0049 %), les

teneurs en oses réducteurs et les polyphénols sont des traces.

On n’a observé que la teneur en oses acides est €levé par rapport les oses neutres, parce
que les exopolysaccharides spécifiques de la Spiruline, le Spirulan, ont été isolé et partiellement
caractériseé (Lee, 1998 ; Lee, 2000). Porteur de nombreux résidus sulfate et contenant de 1’acide
uronique (Hayashi, 1996, Rechter et al., 2006), L'absence de polyphénols c.-a-d. I'efficacité

d'extraction hydrosoluble de suspension exopolysaccharidique par I'éthanol.

Quand on compare avec la souche cultivé a BURKINA FASO, les résultats des oses
totaux est (%) 32.25 + 0,14 et les oses réducteurs (%) est 3.32 + 0.09 (DANSOU, 2002), pour
les oses neutres on trouve dans la microalgue de Rhodella violacea a une quantité de 33,8 +0,6
% des oses neutres et 8,30 +1,1 % des oses acides parmi de 42,0 +0,5% des oses totaux (Aurore,
2013).
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Fig.31.-Courbe d'étalonnage des oses totaux

Fig.32. -Courbe d'étalonnage des oses acides
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Fig.35.- Courbe d'étalonnage des polyphénols totaux.

IV.4.- Caractérisation qualitative des exopolysaccharides

Un seul type de traitement acide a été appliqué pour I’hydrolyse acide de 1’extrait
exopolysaccharidique est effectué par l'acide trifluoacétique (TFA) avant 1’analyse par
chromatographie sur couche mince, et pour I’identification, quatre systémes différents sont
utilisés pour les oses et un systéeme pour les acides aminés. Ce type d’hydrolyse permet
d’observer des taches ayant des différentes Rf, La détermination des Rf d’oses ou acides aminés
étalons permet d'identifier partiellement les principaux oses/ acides aminés constitutifs de
I’extrait d’exopolysaccharidique hydrosoluble de Spirulina platensis. Ceci par comparaison des

rapports frontaux des taches apparues avec ceux des étalons.

La lecture de chromatogramme de systeme A (acétate d éthyle, pyridine, n.butanol, acide
acétique, eau), révéle la présence de deux spots d’ose de Rf : 0.44, 0.43. Les Rf des étalons
sont : 0.44 (Gal A.) et 0.43 (mannose).

Tandis que le systeme C (Acétonitrile, acétate d éthyle, propanol, eau) donne trois spots
d’ose de Rf: 0.53,0.41,0.50 . Les Rf des étalons sont de 0.52 (Gal A.), 0.41 (mannose) et 0.50

(arabinose).
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Gal.A Arab Glu Man Rha Xyl Sp

Fig36.- Chromatogramme de I'exopolysaccharide de Spirulina platensis (systéeme A)
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Gal.A Arab Glu Man Rha Xyl Sp

Fig37.- Chromatogramme de I'exopolysaccharide de Spirulina platensis (systéme C)
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Sp Ala  Arg Asp.A Gly His Pheny Leu Ser Ther  Try Prol Val

Fig38.- Chromatogrammes de I'extrait exopolysaccharidique de Spirulina platensis (systéeme E)
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Tab 16.- Rapports frontaux (Rf) des oses étalons dans les quatre systéemes de CCM

Type d'ose Systéme A Systeme B Systeme C Systeme D

Gal A. 0.44 0.18 0.52 0.23
Glc A. - 0.22 - 0.27
Arabinose 0.42 0.56 0.50 0.37
Galactose 0.26 0.49 0.32 0.26
glucose 0.33 0.54 0.38 0.29
Mannose 0.43 0.56 0.41 0.31
Rhamnose 0.66 0.70 0.68 0.51
Xylose 0.54 0.63 0.57 0.43
Fructose 0.38 0.67 0.44 0.35
Ribose 0.53 - 0.57 0.43

0.44 - 0.53 -

Extrait EPS 0.43 - 0.42 -

- 0.50 -

(-) : indique indétectable (ND).

Par comparaison des rapports frontaux des spots apparues dans [1’extrait
exopolysaccharidique avec ceux des étalons, il est apparait que I'exopolysaccharide de
Spirulina platensis est constitué principalement d’arabinose, d’acide galacturonique et

mannose. Ceci a montré principalement pour les deux systemes (A, C) (voir la Fig37 et 38).

Donc, l'extrait brut d'exopolysaccharide de Spirulina platensis renferme un hétéro-
exopolysaccharides, un mélange des oses neutres (arabinose, mannose) et un ose acide (acide

galacturonique).
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L’analyse qualitative des résidus glycosidiques par CCM semble avoir la présence
d’arabinose, acide galacturonique et mannose laisse supposer ’existence d’acide galactu-
arabino-mannane. Donc ils sont en général identifiés comme les principaux monosaccharides

constitutifs de cette souche de Spirulina platensis.

On observe que la migration des spots dans le systeme C est meilleure par rapport le

systeme A mais dans le systéme B et D est nulle.

Pour la recherche des acides aminés dans le systeme E (butanol, acide acétique, eau) a
partir de chromatographie sur couche mince (CCM), Il se trouve qu'il n'y a pas d'acides aminés
(voir la Fig39.-).

D aprés FILALI MOUHIM et al en 1993 Spirulina platensis est constitué de Xylose,

Rhamnose, Fructose, Galactose, Mannose et Glucose.
IV.5.- Les activités biologiques d exopolysaccharide de Spirulina platensis

Les potentialités biologiques d exopolysaccharide brut de Spirulina platensis obtenue
sont évaluées par I’activité antioxydante dont le test DPPH, par 1’activité anticoagulante avec
le test TCA et le test TP et par I’activité antidiabétique avec leur pouvoir inhibiteur de I’enzyme

a-D-glucosidase.
IV.5.1.- Activité anticoagulante

L’¢évaluation de la capacité anticoagulante d’extrait exopolysaccharidique de Spirulina
platensis est réalisée in vitro a I’aide du test de temps de céphaline activée (TCA) et de temps
de Quick(TQ) de plasma humain.
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Tab 17.- Résultats de test TCA pour I’activité anticoagulante.

Test Temps (sec)
Standard Héparine (0.1 %) 108.87+1.6
Control normal 19.410
Solution exopolysaccharide (0.1 %6) 20.15+0.071

Les temps de TCK (ou TCA) notés pour I'échantillon testée est de 20.15+0.071 sec,

tandis que ce de TCA de control normal testée est de 19.4 + 0 sec.

L’étude in vitro de I'activité anticoagulante d'extrait exopolysaccharide montre que n’a
aucun effet sur la voie endogéne de la coagulation dans le test TCA par rapport au contréle

normal 19.4 sec.

Par contre JOSE ARIEVILO et al en 2011, a fait une étude sur les exopolysaccharides
d“algue verte « Caulerpa cupressoides » et il a trouvé que le TCA pour I"échantillon testé est

40.17 sec par rapport au control normal testé est 35.70 sec.
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Tab 18.- Résultats de test TP, INR et TQ pour I’activité anticoagulante

Test TP (%) INR TQ (sec)
Standard Héparine (0.1%) 3.37+0.011 67.69+1.94 138.07+2.76
Control normal 98.77+0.104 1.16+0.094 13.1+0.21
Solution  exopolysaccharide(0.1  101+0.069 1.09+0.051 12.6+0.35

%)

Pour le temps de Quick (TQ) de 1’échantillon (12.620.35 sec), il semble qu'il ne posséde pas
une activité anticoagulante extrinséque par rapport au control normal (13.1+0.21 sec), mais
peut-étre elle a un effet inverse (coagulant).En 2015 , FAGGIO et al trouvent que le
polysaccharide dalgue verte « Ulva fasciata » a un pouvoir de prolongation du temps de
Quick de 16.3 + 0.058 sec par rapport au cas normal de TQ= 14 + 0.017 sec..
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Fig40.- Différentes tests d’activité anticoagulante extrinséques et intrinséques

(TCA, TQ, TP, INR).
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IV.5.2.- Activité antioxydante

La présentation graphique des résultats obtenus de I’activité antioxydante est figurée en

courbe (fig41.-)

Evolution d'activité anti-radicalaires (radical DPPH)
de ESP de Spirulune platensis

100
R?=0,9744

98 .
9%
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Fig40.- Evolution d’activités anti-radicales (radical DPPH) d’ESP de Spirulina platensis.

Donc, le pourcentage d’inhibition du radical DPPH du contrdle représenté par 1’acide
ascorbique a une concentration molaire de 200mg/100ml (0.2 %).est égal 2 99.33% +0.41 avec
un pourcentage d’inhibition du radical DPPH avec l'exopolysaccharide de Spirulina platensis
de 43.11% £0.12 a une concentration en exopolysaccharides de 0.5% ( 50mg/10ml), Ce qui
montre qu'il posséde une activité antioxydante forte contre le radical DPPH égal presque le

taux de ICso, qui peut étre atteint si nous augmentons la concentration de I'échantillon.

Par contre BADRINATHAN et al en 2012, ils trouvent dans le Sargassum myriocystum
(algues brunes) 14% de DPPH libre activité de piégeage des radicaux (BADRINATHAN et al.,
2012).

N.B : La ICso a été utilisée pour comparer l'activité de piégeage des radicaux de différents
extraits ; Cette valeur exprime la concentration de I'échantillon nécessaire pour piéger 50% des
radicaux libres (DIANA et al., 2018).
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L’analyse de la variance par ANOVA (Tab 19 ) montre que ’activité antioxydante
d'exopolysaccharide de Spirulina platensis est significative pour le test de DPPH et en peut

réellement étre appliqué

Tab 19.- résultats obtenus de gamme d'étalonnage (acide ascorbique) en %

concentration % d'inhibition de DPPH
10 88,49
20 90,12
40 97,96
60 97,69
80 97,89
100 99,33

N.B : Pour l'activité de piégeage des radicaux hydroxyles (OH ¢), Nous avons essayé de faire
I'analyse plusieurs fois (3 fois) et les résultats étaient inappropriés.

IV.5.3.- Activité antidiabétique

Les pourcentages d’inhibition (%) de 1’activité enzymatique de 1’a-D-glucosidase en

présence de I’acarbose ou de 1’extrait exopolysaccharidique étudié est résumé dans la fig.42,
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Fig 41.- Pourcentages d’inhibition (%) de 1I’a-D-glucosidase en présence de 1’acarbose ou

de I’extrait exopolysaccharidique de Spirulina platensis
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I apparait que ’extrait d’exopolysaccharide étudié et 1’acarbose ont des forts pouvoirs
inhibiteurs de 1’a-D-glucosidase. Le pourcentage d’inhibition d’exopolysaccharide est de
67.67% pour une concentration maximale de 100 mg/ml et de 10.33%% pour une concentration
minimale de 2.5 mg/ml. Pour I’acarbose, cette inhibition est de 100% a partir de la concentration
6.456 mg/ml. Tandis qu’il semble que cette inhibition est négligeable a la concentration de
0.06456 mg/ml. 1l est remarqué que pour I’acarbose et 1’extrait d'exopolysaccharide les
pourcentages d’inhibitions augmentent proportionnellement avec [’augmentation des
concentrations (a partir de 2.5 mg/ml -100 mg/ml pour I'exopolysaccharides, et de 0.06456
mg/ml -100 mg/ml pour I"acarbose).

Selon les résultats obtenus, il est constaté que I"exopolysaccharide de Spirulina platensis
un effet important sur 1’activité enzymatique de 1’enzyme a-D-glucosidase. Donc I’étude de
lactivité enzymatique est finement influencée par les conditions et les parametres
expérimentaux tels que la durée d’incubation, la température, le pH ...etc. De méme le type

d’exopolysaccharide a étudier et leur pureté.

LIMAM trouve en 2016 que le pourcentage d’inhibition des polysaccharides issus de
lagomme Commiphora myrrha Nees " BURSERACEAE ») est de 9,9% pour une concentration
maximale de 100 mg/l et de 1,64% pour une concentration minimale de 10 mg/l avec une
inhibition de I’acarbose de 100% a partir de la concentration 12,91mg/1, tandis qu’il semble

que cette inhibition est négligeable a la concentration de 6,456 mg/I.

Donc on vue que |'exopolysaccharide de Spirulina platensis a un pouvoir dinhibition

plus fort que le polysaccharide de gomme Commiphora myrrha Nees.
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Conclusion

Apres réalisation des dosages colorimétriques, 1’étude de la composition globale de
I’extrait isolé donne des valeurs moyennes allant de 43.1 £0.020% pour les oses totaux, 13.5
+0.0049% pour les oses neutres, 29.6 £0.0014% pour les oses acides, et concernant les oses
réducteurs et les polyphénols on a remarqué des traces. En comparant ces résultats a ceux de la
bibliographie, il semble que la teneur en oses totaux a une quantité importante par rapport aux

autres microalgues.

Apres I’hydrolyse acide de I’extrait exopolysaccharidique par I’acide trifluoroacétique (TFA
2M), P’analyse qualitative par chromatographie sur couche mince est réalisée afin de
caractériser 1’hydrolysat des exopolysaccharides bruts (0.5%) isolés de la souche Spirulina
platensis, Il fait appel a 5 systemes différents de séparation (4systémes pour les oses et un seul
systéme pour les acides aminés). Ainsi, pour le systeme A, il est noté deux spots d’oses avec
des Rf de 0.44 et 0.43. Les taches semblent homologues respectivement 0.44 (acide
galacturonique) et 0.43 (mannose). Le systéme C donne trois spots d’oses avec des Rf de : 0.52
,0.42 et 0.50. Elles correspondent respectivement au 0.53 (acide glacturonique), 0.41 (mannose)

et 0.50 (arabinose). Et pour les autres systémes (B, D et E) y’a aucune spots a été signalé.

L’¢tude de la composition en monosaccharides a révélé la présence des

hétéropolysaccharides : d acide galactu-arabino-mannane.

Le test de réduction DPPH, montre que la fraction des exopolysaccharides étudies est
douée d’une activité antioxydante forte (43,11%) pour une concentration de 0,5%. La fraction
exopolysaccharidique testée ne présente pas d’activité anticoagulante, mais elle montre une
activité antidiabétique de fort pouvoir inhibiteur de l'enzyme o-D-glucosidase (10.33% -

67.67%) aux concentrations testées (2.5 ml/mg -100 mg/ml).
Perspectives

Une étude supplémentaire est nécessaire pour optimiser les conditions d’extraction
(température, temps d'extraction, type et pourcentage dalcool-eau) de [D’extrait

exopolysaccharidique.

Afin de confirmer les résultats obtenus par CCM, on suggére de faire appel a des
techniques plus avancées comme la HPAEC-PAD pour caractériser précisément les résidus

glycosidiques constituant les exopolysaccharides de spirulina platensis.
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Annexe 2

Quelques appareils utilisés au cours des analyses

Balance analytique (Denver instrument) Microscope optique (Phywe B22)
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Annexe 3

Préparation des solutions utilisées au cours de I’expérimentation

Solution

Dosages des 0ses :
% Préparation de la solution du phénol
5%
% préparation de Résorcinol
(6mmg/ml)
%+ préparation de Borax
% préparation de NaOH (0.5 %)

%+ préparation de MHDP (0.15%)

% préparation de solution A

O.A

e

% préparation de solution B

X/

% préparation de solution A

OR

*+ préparation de solution B

Dosages de polyphénols totaux :

Préparation

- La solution est préparée avec 1g du phénol dans 20ml
d'eau distillée

-Dissoudre 3 g de résorcinol dans 500 ml d’eau distillée

- Dissoudre 11,44 g de tétraborate de sodium dans 250
ml d’H2S04 96%.
- Dissoudre 0,5 g de NaOH dans 100 ml d’eau distillée

- Dissoudre 0,15 g de MHDP dans 100 ml de NaOH
0,5%.

-0,095¢ de tétraborate de sodium (Na2B40O7, 10H20) a
0,0125 est ajouté a 20 ml dacide sulfurique. Puis
conservée a 4°C a labri de la lumiére.

-40mg de NaOH est dissous dans 8ml d'eau distillée, puis
12 mg de m-HDP est ajouté, conservée a 4°C.

-31,75 g NaHCO3, 12,1 g Na2CO3 dans 450 mL d’eau
distillée. La solution est utilisée pour dissoudre 0,971 g
de 4,4’-dicarboxybiquinoline et le volume est ajusté a
500 mL avec de I’eau distillée

- CuS04, 5SH20 dans 450 ml d’eau distillée puis ajouté
0,631 g de L-sérine et ajuster a 500 mL.

-12g de carbonate de sodium dans 60ml d’E.D



+ préparation de solution carbonate de
sodium a 20%

Dilué a1/10

+ Réactif de Folin-Ciocalteu

Hydrolyse d’EPS :
C=PxDx10/ MM
% Préparation de solution d’acide | MM : Masse molaire de TFA= 114,02 g.mol-1
trifluoroacétique TFAa2 M P : Pureté = 99%

D: Densité = 1,5351
C: Concentration
Cl1=PxDx10/M=(99) x (1,5351) x (10) /114,02
=13,32 M
La préparation de 50 ml de solution TFA 2 M est se
faite selon la loi :
ClV1l=C2Vv2 V1= C2V2/C1
V1= (50 ml) x (2M) /13,32 M = 7,51 ml de TFA

CCM

% Systeme A - acétate d'éthyle, pyridine, eau, n-butanol, acide
acetique (5-4-4-10-2)

% Systeme B - Chloroforme, n-butanol, méthanol, acide
acétique, eau (4,5-12,5-5-1,5-1,5)

% Systeme C - Acétonitrile, acétate d’éthyle, propanol, eau (8,5-
2-2-1,5)

% Systeme D -Butanol, éthanol, eau (4-1-5)

. - butanol, acide acétique, eau (7-2-1)

% Systeme E
Les activités biologiques :
% Anticoagulante -réactifs : TCA et TP sont préts a |"utilisation.
* Antioxydante -solution DPPH : 3.94 g dissoudre dans 100ml

d'éthanol.



% Antidiabétique

-vitamine C : dissoudre 0.5 g de poudre de vit C
dans 100ml d'eau distillée, avec de concentration
0.001 % a 0.01%.

- SolutionFeSO4 (6mM) : 0.274 g dans 300 ml E.D.
- solution de radicaux hydroxyles (OH ) :

0.5ml de FeS04 + 0.5 ml de solution d'éthanol
acide salicylique (6mM) + 0.5 ml de H202 (6 mM)
-Préparation la solution de I’acarbose : 1’acarbose
de 100mM, 50 mg de ’acarbose est dissout dans
774 ul d'eau distillée. Puis fait les dilutions
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Contribution a I’étude des activités biologiques de I’extrait
exopolysaccharidique issu de Spirulina platensis

Résumé

Les exopolysaccharides de microalgues marins (EPS) ont attiré I'attention en
raison de leurs potentiels biotechnologiques tels que les activités: antivirale,
antioxydante, antilipidémique, antiproliférative et immunomodulatrice, etc. Ce travalil
est congcue pour déterminer la composition chimique et de caractériser l'extrait
exopolysaccharidique issu de la microalgue Spirulina platensis. C’est une microalgue
bleu verte de type de M2 provenant de la micro-ferme de Mr.SEGGAI.A .Cette souche
est a l'origine de la région de Tamanrasset. Donc I’objectif de ce travail est de
caractériser les exopolysaccharides de Spirulina platensis et de déterminer le potentiel
antioxydant, anticoagulant et antidiabétique du I’extrait exopolysaccharidique
hydrosoluble. Les exopolysaccharides sont précipités par acétone, puis séché a I’étuve.
Le rendement massique de I’extrait brut des exopolysaccharides hydrosolubles de la
suspension algale d’une souche Spirulina platensis est de 13.95%. L’étude de la
composition chimique de I’extrait exopolysaccharidique hydrosolubles, laisse apparaitre
des taux 43.1 £0.020 en oses totaux, 13.5 +0.0049 en oses neutres, 29.6 £0.0014 en o0ses
acides. Il apparait que I’extrait exopolysaccharidique de la microalgue Spirulina
platensis est constitué des hétéropolysaccharides. Les analyses chromatographiques en
utilisant quatre systémes de CCM aprés hydrolyse par TFA a 2M durant 2 heures a 100
°C revelent que les exopolysaccharides de la microalgue Spirulina platensis sont
constitués principalement d'acide galacturonique, d’arabinose et de mannose. La
diversité structurale remarquable des exopolysaccharides permet d’espérer un large
spectre de propriétés biologiques.

L'évaluation du pouvoir antioxydant par la méthode de piégeage du radical DPPH,
révele la présence de propriété antioxydante forte pour 1’extrait étudié. Le pourcentage
d’inhibition marquant (43.11 %) est enregistré avec la concentration de 1’extrait EPS (5
mg /ml).

L’¢tude in vitro de l'activité anticoagulante d'extrait EPS (0.1 %) montre que n’a aucun
effet sur la voie endogéne de la coagulation dans le test TCA ( control normal : 19.4+0
sec et plasma avec d'EPS : 20.15+0.071 sec ) ; pour le test de TQ , il semble aussi
qu'il ne possede pas une activité anticoagulante extrinseque mais peut-étre elle a un effet
inverse (control normal:« TQ =13.1+0.21 sec, TP = 98.77+0.104 %, INR=
1.16+0.094 » mais le mélange de plasma avec I'extrait d'EPS « TQ =12.6+0.35 sec, TP=
101+0.069 %, INR=1.09+0.051 »).

L’étude de I’activité antidiabétique d”exopolysaccharides, porte sur la détermination
de leur pouvoir inhibitrice de 1’enzyme a-D-glucosidase ; Cette étude a montré que
I’extrait d”"exopolysaccharide a un fort pouvoir inhibiteur de I’a-D-glucosidase de 67.67
% pour une concentration maximale de 100 mg/ml, en comparaison a I’acarbose comme
contréle positif qui a aussi un fort pouvoir inhibiteur de 100% a partir de la concentration
6.456 mg/ml .

Mots clés : Spirulina platensis, Exopolysaccharides, caractérisation, anticoagulante,
antioxydante, anti diabétique.
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Contribution to the study of biological activities of exopolysaccharide
extract derived from Spirulina platensis

Abstract

Marine microalgal exopolysaccharides (EPSs) have drawn great attention due to
their biotechnological potentials such as anti-viral, anti-oxidant, anti-lipidemic,
antiproliferative, and immunomodulatory activities, etc. This work aims to determine
the chemical composition and to the exopolysaccharide extract of the microalgae
Spirulina platensis. It is a blue-green microalgae type M2 from the micro-farm
Mr.SEGGAI.A. This strain is at the origin of the Tamanrasset region. Roughly, the
purpose of this work is to characterize the antioxidant potential, anticoagulant,
antidiabetic and water-soluble exopolysaccharide extract. The exopolysaccharides are
precipitated with acetone and then dried in the oven. The mass performance of the crude
extract of the water-soluble exopolysaccharides of the algual suspension of a strain
Spirulina platensis is 13.95%. The study of the chemical composition of the
hydrosoluble exopolysaccharide extract, the leaves appear at rates of 43.1 £ 0.020 in
total sugars, 13.5 + 0.0049 in neutral sugars, and 29.6 + 0.0014 in acid sugars. It appears
that the exopolysaccharide extract of the microalgae Spirulina platensis consists of
hetero-polysaccharides. Chromatographic analyzes using four TLC systems after TFA
hydrolysis at 2M for 2 hours at 100 ° C indicate that the exopolysaccharides of the
microalgae Spirulina platensis are composed mainly of galacturonic acid, arabinose and
mannose. The remarkable structural diversity of exopolysaccharides gives hope to a
broad spectrum of biological properties.

The evaluation of the antioxidant power by the DPPH radical scavenging method
reveals the presence of strong antioxidant property for the extract studied. The percent
inhibition marking (43.11%) is recording with the concentration of EPS extract (5 mg /
ml).

in vitro study of the anticoagulant activity of EPS extract (0.1%) shows that it has
no effect on the endogenous pathway of coagulation in the TCA test (normal control:
19.4 + 0 sec and plasma with EPS : 20.15 + 0.071 sec).For the QT test, it also seems
that it does not have an extrinsic anticoagulant activity but perhaps it has an opposite
effect (normal control: QT =13.1 £ 0.21 sec, TP =98.77 £ 0.104%, INR = 1.16 £ 0.094
"but the plasma mixture with EPS extract” QT = 12.6 £ 0.35 sec, TP = 101 £ 0.069%,
INR =1.09 £ 0.051).

The study of the antidiabetic activity of exopolysaccharides, relates to the
determination of their inhibitory power of the enzyme a-D-glucosidase.

This study showed that the extract of exopolysaccharide has a high inhibitory power
of a-D-glucosidase of 67.67% for a maximum concentration of 100 mg / ml, compared
to acarbose as a positive control, which also has a strong inhibitory power of 100% from
the concentration 6.456 mg / ml.

Key words: Spirulina platensis, Exopolysaccharides, characterize, anticoagulant,
antioxidant, anti-diabetic.
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