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Résumé

L’algue bleue-vert Arthrospira platensis communément appelée Spiruline est cultivée et
commercialisée dans le monde sous différentes souches et formes, largement connue dans le
domaine nutritionnel et thérapeutique en raison de sa richesse en éléments nutritifs
principalement les protéines ainsi qu’une large gamme de composés bioactifs a propriétes
fonctionnelles antioxydants. Nos travaux ont porté principalement sur I'étude des propriétés
distinctives de la phycocyanine (PC), (anti-oxydante, anti-bactérienne). En raison de ses
propriétés, la PC est considérée comme étant une biomolécule hautement exploitable en
industrie et ses applications biotechnologiques. Ce travail vise a discuter les méthodes
d'extractions, aussi bien que les parametres physiques et chimiques (pH, température et
lumiere) susceptibles d'influencer la stabilité du PC (en présence de la g-cyclodextrine (5-CD)
et/ou S-CD et une fibre). Les résultats ont montré que 1’ajout de la S-CD a amélioré la

stabilité de la PC et d’une fagon importante lors de 1’ajout de la fibre.

Les résultats de I'activité antioxydante ont montré des valeurs et une efficacité
significatives de cet extrait et ses complexes et matrices ; d’aprés les résultats de l'activité
antibactérienne, nous concluons que la matrice (PC:HP-B-CD:fibre) (a 1’état liquide) est la
plus active et la plus efficace contre les trois souches (Escherichia coli, Pseudomonas
aerogenosa et Staphylococcus aureus). Et alors, d’apres cette étude la PC et la matrice a base
de fibre posséde une activité biologique importante qui permet de lui conférer une valeur
nutritionnelle et pharmacologique. Ce qui ouvre des perspectives pour étre un médicament, un

déjeuner et un traitement futur réussis et répandus.

Mots clés: Arthrospira platensis, Spiruline, phycocyanine, méthode d'extraction, culture,
stabilité.



Abstract

The blue-green algae Arthrospira platensis commonly known as Spirulina is
cultivated and marketed worldwide in different strains and forms, widely known in the
nutritional and therapeutic field due to its richness in nutrients mainly proteins as well as a
wide range of compounds bioactives with antioxidant functional properties. Our work has
mainly focused on the study of the distinctive properties of phycocyanin (PC) (anti-oxidant,
anti-antibacterial). Because of its properties, PC is considered to be a highly exploitable
biomolecule in industry and its biotechnological applications. This work aims to discuss the
extraction methods, as well as the physical and chemical parameters (pH, temperature and
light) likely to influence the stability of PC (in the presence of S-cyclodextrin (5-CD) and/or
S-CD and a fiber). The results showed that the addition of 5-CD improved the stability of PC

and significantly when adding fiber.

Antioxidant activity results showed significant values and efficacy of this extract and
its complexes and matrices; from the results of the antibacterial activity we conclude that the
matrix (PC:HP-4-CD:fiber) (liquid) is the most active and the most effective against the three
strains (Escherichia coli, Pseudomonas aerogenosa, Staphylococcus aureus). And then,
according to this study, the phycocyanin and the fiber-based matrix have an important
biological activity which makes it possible to confer on it a nutritional and pharmacological
value. This opens prospects to be a successful and widespread medicine, lunch and future

treatment.

Keywords:Arthrospira platensis, spirulina, phycocyanin, extraction method, culture, stability.



e 8 Lds yu auly 485 dIArthrospira platensis ¢! sadll s o) 50 calladall (33 g el oy
laliad 1550 adtadly Sl Jlaall 8 aul s Glai o 4 e ooy ¢ dilise JISET s @Y & alladl elad]
Clabae ae L sl sy Adadill S all (e x5 Ao sane (A ABLRYL Gl sl ol S5 01080 pualially
e ¢ 5 lias) Gl sSall 5 jpaall pailadll dul o o ulud JSG Ulee 3S) Aaada gl 3ausY)
18 Caagy Ay gadl L o) g3l il g delivall (& IR BB Lgs Wi ey calbad cu (ol all
sal Aa 0 e s ouel) ) ALl Al sail) ailiadd) W A8l ¢ 2 ASY) Gk Adilie ) Jeal
B- 51/ 5 (B-CD) crsinSs la dsay 8) Ol Sl Sl e i3 o Jaisd) (e Sl (s el
(<WYLCD

i o yedal LYY ddliz) vie Lngale (S0 5 il sSlll LS (e Ciia B-CD Adla) ) geilisl) < yelil
Ol it Ly Sl slaall Laliall ol (g ¢ 43l ghoma s 45LS yo 5 (aliiveall 13g] Alad 5 e 50083 sliaall Ll
A YN am Ldeld kY1, Gala JKY) s (@A) AWy (PC: HP-B-CD:Fiber)i siadl
¢ Ayl o3l B ¢ 5 (Staphylococcus aureus Pseudomonas aerogenosa <Escherichia coli)
A g s A dad elica) oSaall (e Jras Lage Ul Ul LIV o 2l 48 ghaall 5 oibans sl 06
JREEY) el 55 Bals L) 2 Badl 5 o33l g o sall & 65 o) 0 iy 138 5 Leile

VY el 3l ¢ Bty A8k ¢ Gl S8 ¢ Ll g s cArthrospira platensisieatisal) cilalsl)



AGPI:
APC:
ARN:
B-PE:
CD:
CDs:
CEP:
CGTase:
COX2:
PC:

Da:
DMSO:
DPPH:
HP-p-CD:
IC50:
ITS:
kDa:

Kn:
LED:

MPa:

Les acides gras poly-insaturés
Allophycocyanine

Acide RiboNucléique

B- PhycoErythrin

Cyclodextrine

Cyclodextrines

Champ électrique pulsé
Cyclodextrine glycosyl transférase
cyclooxygénase 2

Phycocyanine

unité de masse atomique
Diméthylsulfoxyde

2,2- diphényl-1-picrylhydrazyl
2-Hydroxypropyl-f-cyclodextrine
concentration inhibitrice de 50 %
Espace transcrit en interne
Constante de dissociation
Malaxage

diode électroluminescente

Muller Hinton

unité de pression

Micro-ondes

mélange physique

organisme génétiquement modifié
Phycoérythrine
Phycoerythrocyanine

potentiel d’Hydrogéne

Unité de salinité

reactive oxygen species
R-PhycoErythrin

Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline

Super oxydes dismutases
Ultrasons

Ultra violet

longueur d'onde
Alpha-cyclodextrine
Béta-Cyclodextrine
Gamma-cyclodextrine

Vi

Liste des abréviations


https://fr.wikipedia.org/wiki/Unit%C3%A9_de_masse_atomique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Diode_%C3%A9lectroluminescente
https://fr.wikipedia.org/wiki/Pression

Figure I.1
Figure 1.2
Figure 1.3

Figure 1.4
Figure 1.5
Figure 1.6
Figure 11.1
Figure 11.2

Figure 11.3

Figure 111.1
Figure 111.2
Figure 111.3
Figure 111.4

Figure 1.1
Figure 1.2
Figure 1.3
Figure 1.4
Figure 1.5
Figure 1.6
Figure 1.7
Figure 1.8
Figure 1.9
Figure 1.10
Figure 1.11

Figure 1.12

Figure 1.13
Figure 1.14

Figurel.15
Figure 1.16

Figure 1.17

Figure 1.18

Figure 1.19

Figure 1.20
Figure 1.21

Figure 1.22

Figure 1.23
Figure 1.24

Liste des figures

Partie I: Partie théorique
Arthrospira platensis : filament vu au microscope ........................
Récolte de la Spiruline... . e e e et e e
Spirulina maxima et Splrullna platen5|s : Filaments de spiruline
observés au MicroSCOPE OPLIQUE. . .vnuennteneeeeententeaneeneanneaneenanns
Cycle biologique de la Spiruline.............c.coviiiiiiiiiiii e,
Zone de croissance naturelle de la Spiruline dans le monde............
Composition moyenne globale de la spiruline.............................
Représentation schématique d'un phycobilisome classique..............
Structures chimiques de la phycocyanine, de la phycocyanobiline et de
A DIHTUbINe. . ...
Bienfaits thérapeutiques de la Spiruline......................ocooiie.
Structure des cyclodextrines natives, alpha, béta et gamma.............
Structure de la S-CD....oviei i,
Structure tridimensionnelle des trois CDs..............ccooiiiiiiiint,
Représentation schématique de la formation d’un complexe
d’inclusion CD - xyléne et de sa dissociation...................cceeuenn..
Partie I1: Partie pratique
Processus de filtration de [aPC..............cooooiiiiiiiinn.
Spectre Uvde PC... ..o
Formation du complexe (PC:$-CD) par mélange physique...............
Formation du complexe (PC:f-CD) par malaxage.........................
Formation du complexe (PC:5-CD) par Micro-ondes.....................
Formation du complexe (PC:HP-4-CD) par Micro-ondes................
Formation du complexe (PC:HP-$-CD)parUltrasons......................
Préparation de fibre...........oooiiiiiii
Formation du complexe (PC:5-CD:Fibre) par Micro-ondes...............
Formation du complexe (PC:HP:5-CD:Fibre) par Micro-ondes..........
Le suivit de la dégradation de la PC a différentes
TEMIPEIAIUIES. ...ttt e e e
Spectre UV de PC a la température T= 30°C en présence de -CD et la
fibre en fonction dutemps............ooviiiiiiiiiii
PC, (PC:5-CD) a latempérature T=30°C........cooiiiiiiiiiiinnn,
Le complexe (PC:Fibre) (1),(PC:5-CD:Fibre) (2) a la température T=
B0 i
Stabilité de la PC a la température T= 40°C : Absorbance en fonction
AU EBIMIPS. .o
Spectre Uv de PC a la température T=40°C en présence de 5-CD et la
fibre en fonction dutemps............coooiiiiiiiiiii i
PC, (PC:5-CD) a latempérature T=40°C......ccooeviiiiiiiiiiieennn,
PC (1), PC:p-CD:Fibre) (2) a la température T=40°C....................
Spectre Uv de PC a la température T=50°C en présence de 5-CD et la
fibre en fonction dutemps..............oooiiiiiiiiii i,
PC (& gauche), (PC:$-CD) (a droite)a la température T=50°C .
PC (@ gauche), (PC:p-CD:Fibre) (a droite) a la temperature T=

Spectre Uv de PC a la température T=60°C en présence de 5-CD et la
fibre en fonction dutemps...........ccooviiiiiiiiii

PC, (PC:5-CD) a latempérature T=60°C..........cccovviiiiiiinennn..
Le complexe (PC:$-CD:Fibre) a la température T=60°C ...............

VII

Page
02
03

06
08
09
12
19

22
31
39
40
40

42

47
48
49
49
50
50
o1
51
51
52

52

53
53

53
54
54
55
55

55
56

56
57

57
57



Figure 1.25

Figure 1.26
Figure 1.27

Figure 1.28
Figure 1.29
Figure 1.30

Figure 1.31
Figure 1.32

Figure 1.33

Figure 1.34
Figure 1.35

Figure 1.36
Figure 1.37
Figure 1.38
Figure 1.39
Figure 1.40
Figure 1.41
Figure 1.42
Figure 1.43
Figure 1.44
Figure 1.45
Figure 1.46
Figure 1.47
Figure 1.48
Figure 1.49
Figure 1.50
Figure 1.51
Figure 1.52

Figure 1.53
Figure 1.54

Liste des figures

Spectre Uv de PC a la température T= 70°C en présence de 5-CD et la
fibreen fonction dutemps..............oooiiiiiii
PC, (PC:5-CD), a latempérature T=70°C........ccoevviiiiniiinne,

Stabilitt de PC a pH=7: Absorbance en fonction du
OIS, et
Spectre Uv de PC a pH=7 en présence de S5-CD et la fibre en fonction
AU tMPS. .ot

Le complexe (PC:5-CD) (1) et la matrice (PC.5-CD:Fibre) (2) au
PH ST
Spectre Uv de PC a pH=10 en présence de 5-CD et la fibre en fonction
AU EBMIPS. e

PC et le complexe (PC:5-CD) au pH=10..........cooviiiiiininn..
Le complexe (PC:Fibre) (1) et la matrice (PC:5-CD:Fibre) (2) au

Effet de la lumiere naturelle sur la stabilité de PC: Absorbance en
fonctiondutemps. ..o
La PC en lumiere naturelle en fonction du temps.............

Effet de la lumiére Forcée sur la stabilité de PC: Absorbance en
fonction dutemps.......coooviiiiiii

Le suivit de I’effet de la lumiere forcée sur la stabilité de PC en
fonction dutemps. ..o

Le suivit de I’effet de la lumiére forcée sur la stabilité du complexe
(PC:p-CD) enfonction du temps.........oovvniiniiiiiieieceeeeeee,
Structure du DPPH avant et aprés la réaction avec un antioxydant......
L’absorbance de PC en fonction des concentrations.........
L’absorbance de complexe en phase liquide (PC:5-CD) en fonction
des CONCENTIALIONS. ...\ttt
L’absorbance de complexe en phase liquide (PC:S-CD:Fibre) en
fonction des conCentrations. ..........ocouvuiiieiriiieiiineeeeenene
L’absorbance de complexe en phase liquide (PC:HP-$-CD) en
fonction des coNCentrations. ...........c.ovveiiieiriineiieeeeeeeaene
L’absorbance de complexe en phase liquide (PC:HP-4-CD:Fibre) en
fonction des coNCeNtrations. ..........ocvvvriiieiriine e
L’absorbance de complexe en phase liquide (PC pur) en fonction des
CONCENTIATIONS. ...ttt ettt et e
L’absorbance de complexe a I’état solide (PC:5-CD Mw) en fonction
des CONCENTIALIONS. ... .ttt
L’absorbance de complexe a 1’état solide (PC:5-CD:FibreMw) en
fonction des conCentrations. ..........o.ouvuiiieiriinieiieeeeeeeaaene
L’absorbance de complexe a I’état solide (PC:HP-5-CD Mw) en
fonction des coNCentrations. ...........o.oveuiiieiriineieeeeeeeaenen
L’absorbance de complexe a 1’état solide (PC:HP-4-CD : Fibre Mw)
en fonction des conCentrations............o.vveiiiiriiiniieineeeeeee,
Histogramme des valeurs d’ICs pour le PC et les complexes formé en
phase liquide....... ..o,
Histogramme des valeurs d’ICso pour les complexes formé par MO...
Escherichia coli..........oooiiii
StaphyloCOCCUS QUIBUS. ....o.viee i,
Pseudomonas @eruginOSa. ... ......oviueeneireatie ettt
Activité antimicrobienne d'extraits avec la souche Pseudomonas

VI

58
58

58

59

59

60
60

60

61
61

62
62
62
63
65
65
65
66
66
66
67
67
67

68

71



Figurel.55
Figurel.56

Liste des figures

BBIUGINOSA. ...t eet ettt ettt et et e e e e e e e
Activité antimicrobienne d'extraits avec la souche Escherichia coli.....

Activité antimicrobienne d'extraits avec la souche Staphylococcus
AUEBUS. ...ttt ettt ettt et ettt



Tableau 1.1
Tableau 1.2
Tableau 1.3
Tableau.l.4
Tableau 1.5
Tableau 1.6
Tableau 1.7
Tableau 1.8
Tableau 1.9
Tableau 1.10
Tableau 1.11
Tableau 1.12
Tableau 1.1
Tableau 11.2
Tableau 11.3

Tableau 11.4

Tableau I11.1

Tableau I11.2

Tableau 1.1

Tableau 1.2

Tableau 1.3

Liste des tableaux

Partiel:
Partie théorique
Classification de I'Arthrospira platensis.............c.cooeveviiiiiiinnnn.
Les diverses appellations de la Spiruline........................oooal.

Différences morphologiques entre le genre Spirulina et
ANTNIOSPITA. ..
Résumé de plusieurs descriptions morphologique d'Arthrospira
PlAtENSI. ...

Différentes souches de spiruline................ccoviiiiiiiiiiiiinn,
Distribution géographique naturelle de Spirulina platensis................
Composition en acides aminés de Spirulina platensis..........

Analyse  des vitamines de la  Spirulina  platensis
CANNEOSPITA. ..t
Analyse  des minéraux de la  Spirulina  platensis

CAMNIOSPITA ». .t
Analyse des phytopigments naturels de laSpirulina platensis
CANFOSPITAN. ..o

Analyse des caroténoides naturels de la  Spirulina
platensis« ArthroSpira »........ccoovuiieiiiiiiii i

Analyse des autres composantesde la Spirulina platensis
CAMNFOSPITA ... e
Caractéristiques des
PUNTIES. . e
Avantages et inconvenients des méthodes conventionnelles
d’extraction des phycobiliprotéines...............ccoeviiiiiiiiiniennnn..
Parametres qui influencent la stabilité de la PC (pH, température et

UMIBIE)... .o

Propriétés pharmacologiques et biologiques des
P S e,
Principales  caractéristiques  physicochimiques  des  trois
CYCIOUBXIIINGS. ...\ttt e,

Liste de spécialités pharmaceutiques commercialises contenants des
CYCIOUBXIIINGS. ...\ttt
Partie 11 :

Partie pratique
Résultats de I’activité antioxydante par le test DPPH de PC et ses
COMPIEXES....eiiiiiiiieieeee s
Activite  anti  radicalaire du PC et ses complexes
A’ INCIUSION. ... v e e
Résultats de 1’activité antibactérienne par la PC et ses complexes et
matrices en phase liquide et solide.............ccccoovennne.

05
06
07
10
12
13
14
14
15
15
20
27
29
32
41

44

64

69

74



Sommaire

REMBICIEMBNLS. . . ..ottt e,
| B <Te L TeF: 1ol < P

LiSte des f1gUIES. .. ue ettt
LiSte des taDIBAUX . . . ..ottt e,

Introduction @ENETrale..........coiuiiii i
Pratique I: Partie théorique
Chapitre I : Généralité sur spiruline
LSPITUIING. .. .o e
L1.GENEralité SUr SPIrtuline. ........c.oiuitit ittt e ee e,
| I 5 015 [0 |1 L TSP
L3 CIaSSITICAION. ... vee et e e
L. TaXOMOMIIC. .. vttt ettt et et e et e et et et et e e et et e e et neeas
L5.MOMPholOgIe. ...
LLB.REPIOTUCHION. ... vttt e e e e e e iee e
L7.CyCle BIOIOQIQUE. ...,
L8.ECOIOGIQUE. ..o
1.9. Facteurs influencant sur la croissance de la spiruline....................ccoevivee i,
LO. L TOMPAIAIUIE. ...ttt e e e e e ee e
| I 11111 =) (P

1.10. Composition chimique de Spiruling..............ccoovviiiiiiiiiiiii i,
| B O B (0 <3 1 1< T
000 7 I o o 1P
LL10.3.GIUCIACS. ..ottt
L0 4V IAMINES. ..ottt et e e e et e
| I K\ 111 <) 1 b
L2108 PIgMIBNLS ..ttt et e e
L0, 7 ENZYMES. . ot
1.11. Applications de 1a spiruline. ...........oooueuiiiniii e
Réference bibliographiques............ouieieieini i
Chapitre Il : Généralité et rappels bibliographiques sur la PC

I1.1.Constituants fonctionnels prinCipaux ...........coeeeirieriiiiiaiitiieeieeeaeananns
L1 L. PRYCODIHSOME. ...t e
[1.1.2.PhyCODIIPrOteINes. ... .vieeei e
[1.2. Présentation de 1aPC..........coiiiiiii e,

[1.3. Propriétés physico-chimique de laPC ...............cooiiiiiiiiinene.

I1.4. Méthodes d'extractionde laPC.............cooiiiiiiiiiiiiea,
11.4.1.MEthOdesS MECANIQUES. .......outitiitit ettt
11.4.1.1.L'eXtraction Par I'€au. ... ....coouiiritit ettt re e
11.4.1.2. Extraction par congélation/décongélation..................cceviiviiiiiiiniinann...
11.4.1.3. L'extraction par Homogénéisation des cellules.................coooeviieiininnn...
11.4.1.4.Extraction par technique «Bead beating»................ccoooiviiiiiiiiieininnann...
[1.4.2.MEthOdES ChIMIGUE. . ... v ettt e e e e
11.4.2.1.EXtraction par SOIVANt ...........couiiiuiirit it



Sommaire

11.4.2.2. EXIraction Par aCide. .........ooueiriint ittt et e e e 24
11.4.2.3.EXtraction enzymatiqUe. ............oouinrintiriitiit ittt cere e 24
[1.4.3.Méthodes iNNOVatrices d'eXtraction.............o.vuvevuererirerirenereienataneiieennns 25
11.4.3.1. Extraction assistée par les ultrasons.............ccoeeveeriirieiiiniiieiiiienennnns. 25
11.4.3.2. Extraction assistée par micro-ondes.............cooveiriiiiiniiiiiiriiiiieeienenens. 25
11.4.3.3. Extraction assistée par les hautes pressions.............cooovveviiiiviiiinienininn 26
11.4.3.4. Extraction des fluides Supercritique. ..........oevvereereiriirieiieeeeaaneeenenan, 26
11.4.3.5.Champs électriques pulS€e. ........oovriiriiriii i 26
[1.5.Stabilite de PC......oei 27
I1.6 .Activités thérapeutiques de [aPC.............ooiiii i, 30
[1.6. 1. Activité antibactérienne...............oooiiiiiiiiiii e 31
[1.6.2. Activité anti-inflammatoire. ............o.ovuiinii e 31
[1.6.3. ACtIVItE antioXydant............o.iuiiiriniiti e 32
[1.7.Intérét de I'extraction de [aPC..........coooiiiiiiii e, 33
[1.8.Utilisation de [aPC.... ..., 33
Reéférence bibliographiques...........oovvuiiiie e 34
Chapitre 111 : Cyclodextrine
| L O30 (04 1o 43 5 1 1 T 39
IIL L IntrodUcCtion. . ... e 39
TIL 2 HASTOTIQUE. .o vttt ettt et et et e et e e e et ettt e et et e e et e e e e e e e eeenieens 39
I11.3. Caractéristique structure et physico-chimique...................oooiiiiiiini i, 39
L 0 TR 0 5§ o105 PP 39
II1.3.2.Caractéristique physiCOChIMIQUES........o.vitiiiiiii e 41
I1.3.2.1.Solubilité dans I'eau.............oviiiiiii e e, 42
I1.4.Composition d'INCIUSION. .......uiiti e, 42
II1.4.1. Généralités sur la cComplexation..............oovveriniiiieiiii e 42
I11.4.2. Formation des complexes d'inclusion.............cc.ooeiiiriiiiiiiiiiiiiiaeenn, 42
I11.4.3. Conséquences de la compleXation..............cooevriuiiiriniiiriiiireieeenanena, 43
IIL.5.Application pharmaceUtIQUE. .........c.veriiit it e e e e e e e 43
Référence bibliographiqUES. ..........cooviriiii e 45

Pratique :11 Partie pratique
Chapitre | : Méthodes & Résultats et discussion

L Extraction de 1a PC..... ..o e 47
I.1. Extraction par macération dans le mélange glycérol/eau................................ 47
I.2.Caractérisation dU PC...... ... 47
1.2.1.Spectroscopie Ultraviolet-Visible............cooiiiiiiiiiii e, 47
L2.1.1.MOde OPETatoire. . ... ue ettt et et et 47
1.3. Formation des complexes d'INCluSion...........coovuiiiiiiiii e, 48
1.3.1. Formation d'un nouveau complexe entre la PC et 1a f-CD........ccoccevvvviveienennnnn, 48
1.3.1.1. Formation du complexe par mélange physique (PC:5-CD Mph).................. 48
1.3.1.2. Formation du complexe par malaxage (PC:8-CD Kn)..........ccoovvvirininiiiannn. 49
1.3.1.3. Formation du complexe par Micro-ondes (PC:-CD MW)...........ccevevvnnnnn.. 50
1.3.1.4. Formation du complexe par Ultrasons (PC:£-CD US).........cccevvirininrininnnnn, 50
1.3.2. Formation d'un nouveau complexe entre la PC, la f-CD et la fibre................. 51
I.4. Etude de la stabilité PC en présence de S-cyclodextrine et la fibre................... 52
L4.1. Effet de la temperature............ooiiiiiiiii e e e 52
1.4.2. Effetdu pH surlastabilite de PC...........ccooiiiiiiii e 58
1.4.3. Effet de la lumiére naturelle sur la stabilitt de PC............coooooiiiiiiiiin. 61
[.4.4. Effet de la lumiere forcee. ... ....o.ouiiieiiii i, 62
L1.5. Etude de I'activité Antioxydante...............ooviiriiiiiiiii i, 63



Sommaire

1.5.1. Présentation du test au DPPH (2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyle).................... 63
L.5.2.MOUE OPEIAtOIre. ...\ttt ettt et et ettt et et e et el 63
1.5.3. Calcul des pourcentages d'inhibitions..............o.eveiiiiiiiiriiiiiieiieeenennss 68
1.5.4. Calcul des concentrations efficaces IC50...........ccooviiiiiiiiiiiiiiieee, 69
LO.ACHVILE DIOLOZIQUE. ... ettt e 71
[.6.1. Présentation des souches bacteriennes. ...........ovvueniiereriiireineeneeneeneennns 71
L.6.1.1. ESChEerichia COli......uuiiiiiiiiiiiiiie ettt 71
1.6.1.2. StAPNYIOCOCCUS QUIBUS. ......eeviirieiieieciie st e e ste et te e te e sra e reenesneenrees 72
1.6.1.3.PSEUAOMONASAEIUGINOSA. ... veevieieieeeeiesie sttt sb e 72
1.6.2.MOdE OPEIAtOINe. ... .\ et 73
1.6.3.LeCtUIE U FESUIAL........cvvevieieiecie et 74
[.6.4.DISCUSSION. ....vvivesteite etttk b e bbbttt et sttt b b e ene s 76
A o] Tod 11 5] o] PSSP TP 77
Références bibliographiqUES...........ccuoiveiiiii i 79
CONCIUSION @ENETALC. ...\ttt e e e et e e 81

X1



Introduction

Géneérale



Introduction générale

Les cyanobactéries, anciennement appelées algues bleues, compte parmi l'une des
plus anciennes formes de vie sur terre et constitue l'essentiel des bactéries capables de
photosynthése et production d'oxygene. Dans ce groupe, existe le genre Spirulina ou
Arthrospira, des cyanobactéries filamenteuses dont fait partie une bactérie particuliérement
intéressante déenommeée Spirulina platensis plus connue sous le nom de algues spiruline. Elle
est riche en nutriments tels que protéines, glucides, lipides, vitamines et minéraux. La
spiruline est consommeée depuis des siecles par certains peuples d'Afrique et d’/Amérique.

Elle peut étre une solution, pour améliorer la santé et la nutrition humaine
notamment pour lutter contre la malnutrition dans les pays du tiers monde. Deés lors, de
grandes entreprises se sont mises a cultiver cet organisme a I'échelle industrielle. Au-dela des
propriétés nutritionnelles, la spiruline connait aujourd’hui un regain d'intérét aupres de la
communauté internationale en raison de son utilisation potentielle comme source de produits
thérapeutiques pour le systeme immunitaire, le cancer et le sida, ainsi que ses effets dans la
lutte contre le vieillissement cellulaire, le foie, les propriétés anti-inflammatoires. La spiruline
semble avoir un potentiel énorme et cela grace a son pigment principal, la PC, donne a cet
organisme sa couleur bleu-vert distinctive. C'est le double aspect, nutritionnel et
pharmacologique qui sera développé ici a partir d'une revue des principales publications
scientifiques sur spirulina platensis [1].

Ces propriétés extraordinaires ont retenu notre attention alors nous 1’avons trempé
dans un mélange eau/glycérol (20/80) pour extraire son principal constituant et étudier ses
propriétés. La partie bibliographique de notre travail se compose de deux chapitres, le premier
chapitre décrit I'histoire, la taxonomie, la morphologie et la composition de spiruline. Alors
quele deuxieme chapitre rassemble une présentation sur 1’or bleue (la phycocyanine), leur
propriétés et les différentes méthodes pour I’extraire, les différents parametres qui influencent
sa stabilité et on termine ce chapitre par les différents activités thérapeutiques de PC. En
revanche la partie pratique résume les différents résultats et discussion trouvés lors du suivit
cinétique de la stabilité de PC seul, en présence de 5-CD et en présence de la -CD et la fibre
proposée ensemble en fonction de différents paramétres (pH, température, lumiére naturelle et
lumiére forcée). On termine cette étude par une conclusion générale résume 1’essentiel de nos

résultats.
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I.1. Généralité sur spiruline

La Spiruline est une cyanobactérie spiralée de couleur bleu-vert photo-autotrophe.
C'est un organisme procaryote qui partage avec les plantes la capacité d’effectuer de la
photosynthése. A partir de composés minéraux, d’eau, et de 1’énergie lumineuse captée grace
a leur chlorophylle, elles transforment le gaz carbonique et dégagent I’oxygene [1]. Il est
admis par la communauté scientifique que I’apparition des cyanobactéries date de 3,5
milliards d’années, constituant ainsi les plus anciennes formes de vie sur terre.

Toutefois, de récentes études, combinant des données paléo biologiques et des
comparaisons phylogénétiques, datent 1’apparition de ces derniéres a la fin de I’archéen, il y a
2,7 milliards d’années. Ce qui fait des cyanobactéries, les plus anciennes formes de vie sur
terre [2]. A la période précambrienne (2,5- 0,5 milliards d’années), les cyanobactéries ont
constitué ’essentiel de la biomasse et ont alors permis un accroissement du taux d’oxygene et
une diminution du taux de CO; de I’atmosphére terrestre [2]. Elles constituent aussi le socle
de la vie dans les océans puisqu’elles sont a ’origine de la grande diversité du phytoplancton.
Elles résistent aux conditions les plus extrémes notamment gréace a leur capacité a se rétracter
en un agrégat de plusieurs milliers de filaments lorsque les conditions de température ou
d’hydratation leurs sont défavorables, elles conservent au centre de leurs capsules un
minimum d’humidité nécessaire a leur survie dans 1’attente d’une amélioration des conditions

extérieures : on parle alors d'état de dormance [3] (Figure.l.1)

f..f‘/
-

Figure 1.1. Arthrospira platensis : filament vu au microscope [3]

I.2. Historique

La Spiruline (Arthrospira platensis) est une des premieres formes de vie sur la planéte
terre, n’en a pas moins suscité que tardivement I’intérét des scientifiques. Ils ont
étédécouverts par Christophe Colomb au Mexique en 1492, sous forme de petits gateaux verts

séchés et consignés dans son journal. Puis il est venu Cortes, qui en ses mémoires décrit vers
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1521 la fagon dont les azteques la récoltaient et consommaient. En 1930, il a été découvert au
Tchad par un pharmacien frangais issu des forces coloniales puis en 1940 par le botaniste
francgais Dangerd [4]elle attira en 1959 I'attention de Prandelli, anthropologue et cinéaste, écrit
un article sur la spiruline. A travers les ages, la Spiruline a été exploitée par une tribu africaine
au Tchad (Kanimbos) et est encore consommée aujourd'hui sous le nom de Dihé [4]. En 1967
a Mexico, ou des chercheurs de I'Institut Francais du Pétrole rendent compte de leurs travaux
sur la spiruline [5].

La premiére culture artisanale de Spiruline qui mérite vraiment ce nom remonte sans
doute a [5] qui ont lancé cette activité en Inde en 1973, en coopération avec Navsari
Agricultural Collegen [5].

C'est l'origine de sa premiére exploitation industrielle, en 1976, par la société

mexicaine Sosa Texecoco. Actuelle ente, le nombre de ces fermes est d'une trentaine [5,6].

Figure.l.2 Récolte de la Spiruline[7]

1.3. Classification

La spiruline est apparue sur terre il y a environ trois milliards et demi d'années, et est
donc, I'une des plus anciennes formes de vie photosynthétique [8].

La spiruline a été décrite pour la premiére fois par Wittrock et Nordsted en 1844 sous
le nom de Spirulina generiplantensis Nordsted[9].

En 1960, une distinction a été faite entre les procaryotes et les eucaryotes. Cela dépend
de la différenciation de l'organisation cellulaire. En 1962, Stanier et ses collaborateurs
découvrent que ces algues bleues ne possédent pas de compartiments cellulaires. C'est donc

I'un des procaryotes. Ils ont proposé d'appeler ces micro-organismes «cyanobactéries», avec

3
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un préfixe d'origine grecque « cyano, cyan » du nom du pigment bleu PC qui les compose
[10]. Cette nouvelle classification a été acceptée et est apparue pour la premiére fois dans le

"Berg Handbook of Specific Bacteriology"” en 1974 [9].

Tableau I.1.Classification de I'Arthrospira platensis [5]

Regne Monera ou Bacteria

Sous-regna Prokaryota

Phylum ou Division ~ Cyanophyta ou Cyanobacteria

Classe Cyanophyceae
Ordre Oscillatoriales
Famille Oscillatoriaceae
Genre Arthrospira
Espece Platensis

I.4. Taxonomie
En effet, dans la littérature, il existe des variations sur des termes tels que spiruline,

spirulina, et Arthrospira. Ces confusions proviennent des décalages entre perception
scientifique et le nom commercial de cette cyanobactérie [11]. La terminologie de la spiruline

est assez confuse, le tableau ci-dessous détaille les remplissages possibles.

Tableau I. 2. Les diverses appellations de la Spiruline [8]

Nom commercial d’une cyanobactérie appartenant toujours au genre

Spiruline® _
Arthrospira.
Nom commercial anglais de la méme cyanobactérie.
Soiruling® Nom scientifique et taxonomique d’une autre cyanobactérie fort éloignée
pirulina

des Arthrospira.

Nom scientifique et taxonomique d’un groupe de cyanobactériesauxquelles

Arthrospira  appartient notre spiruline alimentaire.

La confusion entre les noms Arthrospira et Spiruline remonte a la décision d'unifier les genres
Arthrospira stizenberger et Spirulina Turpin a base de trichomes hélicoidal [12].Cependant, la

vraie spiruline n'appartient pas au genre Arthrospira [13].

Les organismes du genre Arthrospira, on le trouve généralement dans les eaux

saumatres, ainsi que dans les lacs saumatres des régions tropical et subtropical [14].
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Tableau | .3. Différences morphologiques entre le genre Spirulina et Arthrospira [1]

Arthrospira Spirulina

Trichomes Hélice ouverte Hélice presque fermée

Visible si les vacuoles a gaz ne  Difficilement visible (gaine non

Paroi cellulaire ,
sont pas trop nombreuses. prononceée).

2 3 4pm de large
Peu ou pas de constrictions entre
cellules adjacentes
Forme non fixe
Mobilité Rotation Permanente par rotation
Scission simple :
fragmentation du trichome en
Reproduction hormogonies a partir des cellules
nécridiques
Toutes les cellules se divisent
sauf les cellules apicales

6 a 12um de large
Possible constrictions entre
cellules adjacentes.

Taille et spécificité
des cellules

Scission simple :
Fragmentation du trichome en
hormogonies (sans les cellules

nécridiques)
Toutes les cellules se divisent

Représentation

Photo de Spirulina (Arthrospira platensis)  Photo de Spirulila subsala

L'un des types de spiruline les plus populaires est Spirulina platensis est originaire
d'Afrique et Spirulina maxima est originaire d'’Amérique centrale. L'espece qui nous intéresse
dans ce mémoire est Species platensis, il est donc important de savoir les différencier
(Figure.1.3).

R Y, .Y V VP

Spirnlina maxima Spirnlina platensis

Figure.l.3 Spirulina maxima et Spirulina platensis : Filaments de spiruline observés

au microscope optique [1]

L'espéce mexicaine Spirulina (Arthrospira) maxima a 7 trichomes, 70 a 80 um de
longueur et ils mesurent 7 a 9 um de diametre, se rétrécissent légérement aux extrémités et

forment une hélice Régulier de 3 a 8 spires et de 40 a 60 um de diametre. Cellules composées



Chapitre. | Généralités sur la Spiruline

de trichomes Ils mesurent de 5 & 7 micrometres de long et ne diminuent pas au niveau des
articulations [1].

Les especes de Chad Spirulina (Arthrospira) platensis sont constituées de trichomes«
Il mesure 350 um de long, 5 a 11 um de diamétre et un peu étroit au niveau des joints.
Constellations diameétre circulaire de 20 a 50 um, légérement effilé vers les extrémités [1]

(Tableau.l.4).

Tableau.l.4. Résumé de plusieurs descriptions morphologique d'Arthrospira platensis|1]

Date Lieu Longueur Diameétre Diamétre  Distance entre
des cellules 4 Des cellules 4 Des spires u spires u
1844 Uruguay 2-6 6-8 26 - 36 43 - 57
1893 Uruguay 2-6 6-8 26 - 36 43 - 57
1931 Kenya 3-10 6-11 36 - 60 15-45
1959 Uruguay 2-6 6-8 26 - 36 43 - 57
1967 Tchad 5 6-9 25-45 35-50
1980 Pérou 2.5% 7.8* 36* 95*
1984 Inde 4.5* 12* 99* 55*
1990 Mexique 3.2* 12.45* 52.3* 52*
1993 Pérou 2.4% 9.5* 33* 43*
1994  France (Camargue) 2.3* 11.6* 44* 109*
1994 Madagascar 3. 8* 7.2* 12.2* 32.5*
1994 Californie 2.6* 6.1* 32* 65*
Moyennes 3.7 8.6 44 59.7

Note : La distance entre spires varie beaucoup selon I'intensité de la lumiére. Sous éclairage de
forte intensité, cette distance peut descendre a 10u ; sous faible éclairage, elle peut dépasser 100u.

(*) Valeurs moyennes.

1.5. Morphologie

La longueur moyenne de la spiruline est de 250 micrometres lorsqu'elle comporte 7
spires. Elles sont constituees de filaments mobiles (10 & 12 um de diamétre) non ramifiés et
enroulés en spirales, généralement en 6 ou 7 spires, qui ressemblent a un petit ressort
hélicoidal, d'ou le nom de la spiruline [12].

La question du nombre d'especes de spiruline fait toujours débat parmi les
scientifiques.

Il existe de nombreuses formes en spirale, ondulées et droites.

> les spiralées, désigne les races dont les filaments sont en forme de queue de cochon,
comme Lonar.

» les ondulée, désigne les races dont les fils sont en spirale tendue, comme les Paracas.
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» les "droites" désigne les souches dont les filaments sont tellement étirés qu’ils

donnent I’'impression d’étre presque rectilignes telle le la variété M2[15].

Tableau 1.5. Différentes souches de spiruline [15]

-.\L \..ll.'.‘.:..ai'u | .. ‘k' L 'L
Forme spiralée (type Lonar)

Forme ondulée (type Paracas)

Forme droite (type M2)

Ces différentes formes dépendent des conditions écologiques dans lesquelles vit la
spiruline.

Une étude basée sur la caractérisation moléculaire de I'I'TS (Internally Transcribed

Espace) du facteur ARN ribosomique et de la diversité génétique associée dans 51°™ souches
d'Arthrospira de 4 continents. A la conclusion que les génotypes sont trés conservés et

correspondent au plus a deux espéces génétiques [16].

1.6. Reproduction
La quantité de spiruline double en 4 jours, et elle croit de 25% chaque jour. La
reproduction est végétative (asexuée) et s'effectue par bourgeonnement ou fragmentation
aléatoire, par fission simple, fission binaire ou multiple.
Les trois étapes fondamentales de son cycle de vie sont:
» Fragmentation tricolore;
> Puis les cellules grossissent et le trichromate mdrit ;
> 1l se divise en filaments par fission binaire, et ces filaments prennent la forme
d'une spirale [17].
La vesse de reproduction est particulierement rapide des que la température dépasse
30°C a I'ombre ; Lorsque ces conditions sont réunies et que I'environnement est favorable, le

temps de régénération est tres court (7 heures) [18].

1.7. Cycle biologique
A maturité, le trichome forme des cellules spéciales appelées nocridies dans lesquelles

le trichome se divise en plusieurs morceaux. Ces coupures donnent naissance a de courtes

7
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chaines (de 2 a 4 cellules) appelées hormones. Les hormones croissent en longueur par fission

binaire (chaque cellule produira deux cellules par fission) et prennent la forme typique en
spirale [19](figure 1.4).
R

@ .
I y 20/

\ \/Hormogomes Necridies

Figure 1.4. Cycle biologique de la Spiruline [20]

1.8. Ecologie

Le genre Arthrospira se distingue des autres cyanobactéries par le milieu naturel dans
lequel il se développe. La spiruline se developpe préférentiellement dans les eaux douces,
chaudes, alcalines (pH 8-11,5) et minérales (nitrate, phosphate, fer) riches en carbonate de
sodium (Na,CO3) ou en bicarbonate de sodium (NaHCOj3), on la trouve dans les lacs
saumatres des régions tropicales et subtropicales tropical. Ces lacs sont situés
approximativement entre 35° de latitude Nord et 35° de latitude sud (Figure 1.5). Ainsi, on les
trouve dans les lacs alcalins d'Afrique, d’/Amérique latine et d'Asie du Sud. C'est certainement
un organisme mondial mais moins abondant en Amérique du Nord et en Europe (Tableau 1.6)
[19].

©-0 Eckert VI mc

el
) Al
N

00 km (equat.) m &7 /

P
100 mi (equat.)

Figure 1.5. Zone de croissance naturelle de la Spiruline dans le monde [5]
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Tableau I .6. Distribution géographique naturelle de Spirulina platensis [1], [20]

Afrique
Algérie Tamanrasset
Région du Kanem : lacs Latir, Ouna, Borkou,
Tchad Katam, Yoan, Leyla, Bodou, Rombou, Moro, Mombolo,
Liwa, Iseirom, Ounianga kebir.
Soudan Cratére de Djebel Marra
Djibouti Lac Abber
Ethiopie Lacs Aranguadi, Lesougouta, Nakourou, Chiltu,
Navasha, Rodolphe
Congo Mougounga
Kenya Lacs Nakuru, Elmenteita, Cratére, Natron
Tanzanie Lac Natron
Tunisie Lac Tunis; Chott el Jerid
Zambie Lac Bangweoulou
Madagascar Beaucoup de petits lacs prés de Toliara
Asie
Inde Lacs Lonar et Nagpur
Myanmar Lacs Twyn Taung, Twyn Ma et Taung Pyank
Sri Lanka Lac Beira
Pakistan Mares pres de Lahore
Thailande Lacs d’effluents d’une usine de tapioca, province de Radburi,
80 km au S.O. de Bangkok
Azerbaidjan non précisé
Amerique du Sud
Pérou Réservoir d’eau prés de .Paracas N
Prés de I’Ile d’Amantani dans le lac Titicaca
Mexique Lac Texcoco ; lac Cratére
Uruguay Montevideo
Equateur Lac Quiliotoa : cratére de 1km de diametre
Amerique du Nord
Californie Oakland ; Del Mar Beach
Haiti Lac Gonave
Républigue Dominicaine Lac Enriquillo
Europe
Hongrie Non Précisé
France Camargue

Autres sites possibles

Partout ou vivent le flamant nain, Phoenoconaias minor (Afrique et Asie) et le flamant de

James, Phoenicoparrus jamesi (Amérique du sud)

Ethiopie Lac Abiata

Kenya Lac Rodolphe ; lac Hannington

Tanzanie Lac Manyara ; lac Rukua

Zambie Lac Mweru

Botswana Makgadigka Salt Pans

Namibie Etosha Salt Pan

Afrique du Sud Etat libre d’Orange, prés de Vaaldam

Bolivie Lacs Colorado, Poopo, Chalviri, Salar de Uyuni
Chili Aguas Calientes, Lagunas Brava, lac Vilama, Salar de Surire
Mauritanie Cote sud

Inde Rann of Kutch ; Gujarat

Madagascar Cote Ouest
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1.9. Facteurs influencant sur la croissance de la spiruline
1.9.1. Température

La température de I'environnement affecte directement la vitesse de croissance de la
spiruline: bien qu'elle soit assez résistante au froid (jusqu'a 3°C a 5°C), la spiruline ne
commence a pousser sensiblement qu'a des températures supérieures a 20°C. Le taux de
croissance maximal est d'environ 35°C a 37°C. Une température supérieure a 44°C peut étre

fatale aprés quelques heures [3].

1.9.2. Lumiére
La lumiére est une source essentielle pour les organismes vivants qui effectuent la
photosynthése. Pour les microalgues, les zones plus ensoleillées seront plus propices a la
culture des microalgues dont la spiruline. La lumiére intense (plein soleil) peut étre
dangereuse si:
» une brusque illumination d’une culture froide (moins de 14°C a 15°C).
» une culture trés chaude, (réchauffement).
> une culture trés diluée (plus de 6 cm)
On réduit volontairement la luminosité en ombrageant si on veut ralentir la croissance
de la spiruline, ou si on est dans un des trois états précédents [3].
1.9.3. pH
La spiruline pousse mieux & pH = 9 s'il est bas, la culture démarre mal, avec formation
de mottes ou précipitation de spiruline au fond [5,6]. En revanche, si le nouveau milieu agit en
complément d'une culture existante, le pH peut étre de 8, ce qui permet de maintenir le pH de
la culture suffisamment bas en ajoutant du bicarbonate.
1.9.4.Salinité
La spiruline peut étre considérée comme une espece a la fois halophile et trés
euryhaline, en milieu naturel les salinités tolérées vont de 8 PSU a 270 PSU. Les limites de la
salinité et d'alcalinité permises sont assez larges, 13 g/litre pour la salinité et une alcalinité de
0,1 molécule-gramme/litre (b = 0,1) [6].

1.10. Composition chimique de spiruline

La composition de la spiruline varie selon les conditions de culture et la période de
récolte, le mode de récolte origine géographique, broyage, séchage conditionnement, mais
aussi par la luminosité moyenne du soleil et le fait que certains industriels complétent les
environnements culture pour que la spiruline produite soit plus riche en fer, zinc ou acides

gras en général [17]. En moyenne, la spiruline contient en poids sec jusqu'a 65 % de

10
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protéines, 15 % de glucides, jusqu'a 6% de lipides ,7% de minéraux , 2% de fibres, et 5%

d'eau [3] (Figure 1.6).

W Protéines

B Glucides
Mineraux

¥ Lipides

W Fibres
Eau

Figure 1.6. Composition moyenne globale de la spiruline[7]

1.10.1. Protéines

La teneur en protéines d'Arthrospira platensis varie de 55 a 70 % en poids sec. La

spiruline contient la plupart des acides aminés (Tableau.l.7) et en particulier tous les acides

aminés essentiels, elle représente 60% du poids total des protéines. C'est I'aliment le plus riche

en protéines connu a ce jour car il contient deux fois plus de soja et trois de plus que la viande

ou le poisson [21].

Tableau 1.7 : Composition en acides aminés de Spirulina platensis[21,22]

. ., . 0,
Acides aminés essentiels %0

. -, - 0,
Acides aminés non essentiels 0

Isoleucine 4.1 Alanine 5.8
Leucine 5.8 Arginine 6
Lysine 4 Acide aspartique 6.1
Meéthionine 2.2 Cystine 0.7
Phénylalanine 4 Acide glutamique 8.9
Thréonine 4.1 Glycine 35
Tryptophane 1.1 Histidine 1.1
Valine 6 Proline 3
Tyrosine* 4.6 Sérine 4

*Acides aminés non essentiels

En plus de ces protéines, la spiruline contient également une grande proportion de

protéines végétales de pigments de couleur impliquées dans la photosynthese, classées en trois

groupes: les phycoerythrines, les alluvocyanines et les PCs [23].
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1.10.2. Lipides

Les matiéres grasses varient généralement 5 & 10% du poids sec de la spiruline. La
composition des matiéres grasses totales se caractérise par un bon équilibre entre acides gras
saturés et acides gras polyinsaturés (AGPI). On retrouve 83% de la fraction saponifiée et 17%
de la fraction non saponifiable dans les corps gras [19], [24].
1.10.3. Glucides

Comme vous le savez, les glucides sont une source essentielle d’énergie pour notre
corps. Et les glucides contenus dans 1’algue fournissent de 1’énergie trés rapidement a nos
cellules sans fatiguer notre pancréas [25].
1.10.4. Vitamines

De nombreuses vitamines sont présentes dans la Spiruline, comme la vitamine A qui
est connue pour ses vertus antioxydant, plusieurs vitamines du groupe B, notamment la B12
indispensable a notre métabolisme. Egalement présentent dans notre algue préférée : la
vitamine E, qui aide a réduire le taux de cholestérol, et la vitamine K, qui fixe le calcium
[26,27] (Tableau.1.8).

Tableau 1.8. Analyse des vitamines de la Spirulina platensis « Arthrospira »[26]

Biotine 250 mcg / kg
Vitamine B12 2000 mcg / kg
Acide pantothénique 8 mg/kg
Acide folique 610 mcg / kg
Inositol 830 mg /kg
Vitamine B3 (niacine) 146 mg /kg
Vitamine B6 7mg/ kg
Vitamine B2 35mg/ kg
Vitamine B1 21 mg/ kg
Vitamine E 80 mg / kg
Vitamine D 120 000 Ul / kg
Vitamine K 22 mg /kg

1.10.5. Minéraux

Parmi les minéraux que nous trouvons dans la Spiruline voici les plus importants :
potassium, manganeése, sélénium, zinc, chrome, calcium, magnésium, sodium, phosphore et
fer. Ce qui est intéressant avec cette algue c’est que sa structure cellulaire rend tous ces
minéraux hautement assimilables. Il est donc d’autant plus efficaces de les consommés

combinés a la spiruline plutét que de les prendre séparément [5][22] (Tableau.l.9).
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Tableau 1.9. Analyse des minéraux de la Spirulina platensis « Arthrospira »[22]

Calcium 8950 mg / kg
Phosphore 8940 mg / kg
Soufre 6900 mg / kg
Fer 980 mg/ kg
Sodium 9000 mg / kg
Magnésium 3690 mg / kg
Manganése 38 mg/ kg
Cuivre 5mg/kg
Zinc 30 mg/ kg
Chrome 1 mg/ kg
Potassium 16 000 mg / kg
Sélénium 140 mcg / kg
Cobalt 230 mcg / kg
Germanium 6000 mcg / kg

(mcg: Microgramme) 1mcg = 1p = 0.001mg
1.10.6. Pigments

Trois pigments sont présents dans la Spiruline : la chlorophylle, qui lui donne sa
couleur verte et qui participe a I’élimination des métaux lourds toxiques pour 1’organisme.
Les caroténoides, de couleur orangée qui sont connus pour protéger la peau des UV et qui
aident aussi a lutter contre le vieillissement de la peau. Et enfin la phycocianine, de couleur

bleu, qui est un stimulant du systéme immunitaire [5] (Tableau.l.10).

Tableau 1.10. Analyse des phytopigments naturels de la Spirulina platensis « Arthrospira »
[28,29]

Caroténoides 4 700 mg/ kg

Chlorophylle 11 900 mg / kg

Phycocyanine 49 500 mg/ kg

1.10.7. Enzymes

Les enzymes sont des protéines produites par le corps qui sont impliquées dans la
catalyse de nombreuses réactions chimiques. Il en existe plusieurs dans la spiruline dont la
plus importante est le superoxyde dismutase (SOD). C'est une enzyme au puissant pouvoir
antioxydant qui participe a la défense e I'organisme contre les radicaux libres [25].

En revanche, la Spiruline, nous offre tous les éléments et substances indispensables a

notre survie, qui constitue la source des substances vitales nécessaires a notre organisme. Les
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différentes 1’analyse des autres composantes de la Spirulina platensis « Arthrospira » sont

regroupées dans les tableaux ci-dessous.

Tableau 1.11. Analyse des caroténoides naturels de la Spirulina platensis« Arthrospira »[30]

Béta-carotene 2 100 mg /kg
autres caroténes 400 mg / kg
Myxoxanthophylle 900 mg / kg
Zéaxantine 800 mg / kg
Cryptoxantine 100 mg / kg

Autres pigments xanthophylliens 400 mg / kg

Tableau 1.12. Analyse des autres composantes de la Spirulina platensis « Arthrospira »[31]

Acides nucléiques 4,5 %

Acide gamma linolénique 12 800 mg/ kg

Acide linoléique 9000 mg/kg

Activité D.O.S D.0.S. 1100 000 Ul / kg
Glycolipides 20 000 mg / kg
Sulfolipides 1 000 mg / kg
Polysaccharides 46 000 chiffons / kg

1.11. Applications de la Spiruline

En 2005, Thajuddin, avait montré la possibilité¢ de faire pousser 1’algue dans 1’espace
sous microgravité avec des fibres optiques. Cette fraction magique a été également utilisée
dans le traitement des effluents industriels et comme source d’énergie durable et de
biocarburant [32]. De par sa composition, Spirulina platensis « Arthrospira » nous offre
plusieurs propriétés bénéfiques et nombreuses domaines d’applications représentées comme

suite :
v" Domaine Agro-alimentaire [33];
% Adjuvants de régime amaigrissant [34];
»® Utilisation de la Spiruline pour usage animal [35] ;
v" Domaine de I’industrie cosmétique [36,37];

v" Domaine de la santé [38-40].
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I1. Phycocyanine

La phycocyanine (PC), constituée de 1’allophycocyanine et de la C-PC, est le pigment
le plus noble de la spiruline, c’est lui qui donne sa couleur bleutée a la micro algue. Toutefois,
de nombreux autres pigments sont également retrouvés dans la spiruline comme
la chlorophylle ou les caroténoides. La nature a doté les végétaux de pigments pour leur
permettre de se défendre contre les agressions extérieures. La PC est présente a hauteur de
22% dans les spirulines fraiches les plus riches [1], mais de nombreuses pertes sont a déplorer
lors de la transformation en comprimés, granulés ou poudre. Le séchage de la spiruline a des
fins de conservation entraine la perte d’au moins 45% du pigment auquel s’ajoutent les pertes
liées au conditionnement, au faconnage et au stockage. Une spiruline séchée peut donc
présenter un taux de PC de 12% maximum qui s’abaisse a 8% aprés conditionnement [2].Les
marques qui affichent un taux bien supérieur prennent souvent en compte la totalité de la PC,
celle active, comme celle dénaturée, rendue inactive par le séchage et les diverses
manipulations. Ainsi, si la spiruline est un complément alimentaire intéressant, ce n’est pas

pour sa teneur en PC mais plutdt pour sa richesse en nutriment.

11.1.Constituants fonctionnels principaux
11.1.1. Phycobilisome

Les phycobiliprotéines localisées (C-PC, APC, et PE) a la surface des thylakoides sont
regroupées de maniére superposée dans une méme unité appelée phycobilisomes. Les
pigments sont congus de maniere & améliorer la capture de la lumiere et le transfert d'énergie
[3].Absorbant directement la lumiére incidente, il participe a la chaine de transfert d'énergie
du phycobilisome [4]. 1l est le composé principal, collecteur d'énergie lumineuse de I'appareil

photosynthétique des cyanobactéries.

Thylakoid
memprane

Allophvcocvanin
y J

Figure 11.1. Représentation schématique d'un phycobilisome classique [3]
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11.1.2. Phycobiliprotéines
Les phycobiliprotéines sont constituées d'une partie protéinique de haute masse

moléculaire portant, par des liaisons covalentes, des chromophores a noyau tétra pyrrollque
ouvert, responsables de leur couleur [5]. Les principaux chromophores décrits sont:

» La phycocyanobiline ;

> La phycoérythrobiline ;

» La phycourobiline ;

> Lacryptovine.
Chacun d'eux posséde un spectre d'absorption spécifique modifié par les interactions avec
I'apoprotéine [5]. Les principales phycobiliprotéines sont:

» L'allophycocyanine (APC).

» Le phycocyanine (C-PC).

» Le phycoerythrine (R-PE et B-PE).

» Le phycoerythrocyanine (PEC).
Le tableau ci-dessous résume les caractéristiques des principales phycobiliprotéines purifiées:

Tableau I1.1. Caracteéristiques des principales phycobiliproteines purifiés [5]

. . Coefficient
Maximum Maximum Masse L
. . \ . e , . d'extinction Rendement
Phycobiliprotéine  d'absorption  d'émission moléculaire lai )
(nm) (nm) (daltons) mqlalr_el quantique
(cm™.M™)
R-PE 565, 545,498* 576 240000 1,96. 10° 0,84
B-PE 545, 565,498* 576 104000 0,7. 10° 0,98
APC 652,620* 660 240000 241.10° 0,68
C-PC 615* 647 220000 1,54. 10° 0,81
PEC 575* 625 100000 0,85. 10°

*Epaulement

Le fragment protéique ou apoprotéique est constitué de deux sous-unités protéiques o
et 15-20 kDa qui forment un hétérodimére également appelé monomere. Les chromophores
des groupements phycobiline ou biline correspondent aux groupements prothétiques linéaires

synchrones de type tétrapyrrole [3].

IIs sont classes selon leur structure moléculaire qui varie selon I'arrangement des doubles
liaisons et leur confére des propriétés spectrales distinctes bien percues par une absorption UV
importante [3].

» La phycourobiline de couleur orange absorbe dans le bleu-vert ;

» La phycoerythrobiline de couleur rouge absorbe dans le vert ;

20



Chapitre. 11 Generalités et rappels bibliographiques sur la Phycocyanine (PC)

» La phycobilivioline absorbe dans l'orange ;
» La phycocyanobiline de couleur bleu absorbe dans le rouge [5].
Les phycobiliprotéines caractérisées par I'un de leur chromophore appelé accepteur terminal
d'énergie.
% Pour les phycoérythrines, c'est toujours une phycoerythrobiline ;
® Pour la PC, la phycoerythrocyanine et l'allophycocyanine, ce chromophore est
toujours une phycocanobiline [5].

11.2. Présentation de la PC

Pigment bleu spécifique des cyanobactéries, il est responsable avec la chlorophylle
de la couleur bleue verte caractéristique de la spiruline. Couramment utilisée dans 1’industrie
alimentaire et cosmétique en tant que colorant naturel en raison de sa couleur bleue, elle est
aujourd’hui étudiée pour ses propriétés fonctionnelles et thérapeutiques. On estime que la
spiruline est une excellente source de ce pigment puisque sa fraction protéique en contient
200g/kg [6] et représente 20% du poids sec de la spiruline [6] I s’agit d’une protéine
complexe comprenant deux sous-unités « et # qui sont composées 162 et 172 acides aminés
respectivement [6]. La publication de Liu et de ses collaborateurs portant sur les effets de la
PC rapporte des effets antioxydant, anti-inflammatoire (par un mécanisme d’action anti COX
?), antitumoral et immunostimulant.

La structure chimique de la PC se rapproche de celle de la bilirubine et la phycocyanobiline .

Proteine

Phycocyanine Billirbine

Phycocyanobiline

Figure 11.2. Structures chimiques de la PC, de la phycocyanobiline et de la bilirubine [6]
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11.3. Propriétés physico-chimiques de la PC

Les groupements prosthetiques de la PC représentent 4% de la masse de l'algue, soit
16 chromophores par unité de masse moléculaire (Dalton) sachant que la masse moléculaire
du monomeére de PC est de 37468,5 Da (détermination par ionisation par électrospray couplée
a une spectrométric de masse). Ce monomere est composé de deux sous unités a et S de taille
respective de 18186,56 et 19281,94 Da, et de trois chromophores de phycocyanobiline
attaches a la sous-unité o (o 84) et a la sous-unité 3 (6 84, p 155)[7].

La PC peut se retrouver sous forme de mélanges complexes d'agrégats en tant que
trimere (o f) 3, hexamére (o f) 6 et dodécaédre (a f) 12. Selon le pH, la force ionique, la
température et la concentration en protéines, la quantité relative de ces agrégats est variable.
En général, la structure de la PC chez Spirulina platensis est formée de I'association de deux
hexameres qui se font face formant une unité asymétrique (Figure 11.2). Au total sur cette
unité asymétrique, 36 chromophores de phycocyanobiline sont liés par un pont thioether a la
partie protéique [8,9].

La PC est le pigment le plus abondant de la spiruline représentant plus de 15 % de son
poids [10]. Le spectre d'absorption de la PC montre une bande d'absorption forte a 615 n met
une seconde plus faible a 360 nm, ces deux bandes sont dues aux propriétés du
chromophorebilin. Ce groupe biline est constitué du noyau tétra-pyrrolique de la chlorophylle
ouvert et sans magnésium. Ces propriétés d'absorption aussi bien que la fluorescence du
chromophore augmentent en intensité lorsque les structures secondaire, tertiaire et quaternaire
de la protéine sont dénaturées [3].

Constituant majeur du thylacoide, I'nexamére de PC semble étre le principal
responsable des propriétés qui sont données a la spiruline. 1l a donc fallu trouver des

méthodes d'extraction pour pouvoir I'étudier de plus pres [3].

11.4. Méthodes d'extraction de la PC

L utilisation de la PC par l'industrie est encore limitée en raison des inconvénients
des méthodes d'extraction et de la faible stabilité de ces composeés apres le processus
d'extraction. Pour surmonter ces limitations, une alternative les méthodologies d'extraction ont
été évaluées et des agents stabilisants ont été utilisés dans différentes conditions dans les
annees passés [11]. L'extraction de PC est principalement influencée par les parametres
physiques et chimiques suivants : température, pH, type de solvant, rapport biomasse/solvant

et forme de la biomasse (séchée ou fraiche) [11].

22



Chapitre. 11 Generalités et rappels bibliographiques sur la Phycocyanine (PC)

Il existe de nombreuses techniques de rupture des cellules utilisées pour I'extraction des

composés bioactifs.

11.4.1. Méthodes mécaniques
11.4.1.1. I'extraction par |'eau

Elle permet de briser les cellules fragiles avec un minimum de dommages, les
cellules, incubées dans une solution hypotonique, cherchent a rétablir I'équilibre osmotique.
L'eau pénetre dans la cellule et finit par causer une rupture de la membrane plasmique. La
biomasse de spiruline suspendue dans I'eau distillée permet I'extraction de la PC qui sera
dosée par spectrophotométrie [12].
11.4.1.2. Extraction par congélation/ décongélation

La PC a été extraite par des étapes de congélation suivie d'une décongélation répétées
des cellules, dans du tampon phosphate (50 Mm, pH 6,8). Les chercheurs ont également
utilisé une autre méthode a savoir : I'homogénéisation dans un virtimixer a différentes
vitesses. La biomasse humide récoltée mise en suspension dans du tampon phosphate a été
soumise a 5, 10, 20 et 1000 tr/min pendant une durée d'intermittence de 10 minutes [13].
11.4.1.3. L'extraction par Homogénéisation des cellules

Le broyage se fait a I’aide d’un mortier et un pilon en présence de sable neutre lavé a
I’acide tout en utilisant un tampon phosphate de sodium 50 mM pH 6,8. L’extrait est ensuite
centrifugé et le surnageant obtenu contient de la PC [14]. D’aprés les auteurs, cette méthode
présente le meilleur rendement d’extraction comparée a la congélation/ décongélation.
11.4.1.4. Extraction par technique « Bead beating »

Le "Bead beating”, également connu sous le nom de broyeur a perles, est une
technique trés simple de dégradation cellulaire. Cette technique consiste en une trés forte
agitation du milieu comprenant la solution de la microalgue a traiter, par ajout d'un solvant (a

une concentration de 100 a 200 g/L) et perles de métal [15].

11.4.2. Méthodes chimique
11.4.2.1. Extraction par solvant

L’extraction de la PC a été évaluée en utilisant de 1’eau distillée et une solution de
CaCl, a 1 % [16]. La macération, en utilisant I’hexane, a été également utilisée [17].
Malheureusement ces solvants posent un probléme crucial : I’hexane et 1’éther de pétrole sont
toxiques. L’éthanol permet 1’extraction la plus efficace, mais pose de nombreux problémes :

toxicité et perte de 1’activité antioxydante.
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11.4.2.2.Extraction par acide

La biomasse humide est traitée avec différentes concentrations d'acide chlorhydrique
(2, 4, 6, 8 et 10 N) a température ambiante. A différents intervalles de temps (2, 4, 24 h), les
échantillons ont été centrifugés et les surnageants ont été collectés pour la quantification de la
PC [13,14].

11.4.2.3.Extraction enzymatique
La rupture enzymatique de la paroi cellulaire a été réalisée en placant de la poudre de

Spirulina platensis dans un bain agité a 30°C pendant 24h en présence de lysozyme. Des
enzymes lytiques telles que la cellulase, la protéase, la pectinase, la xylanase, etc., peuvent
étre utilisées pour briser les parois de ces cellules [17].
Les méthodes d’extraction traditionnelles présentent plusieurs inconvénients [18], tels que:

> Un rendement faible :

» Une durée du traitement assez élevée ;

» Une consommation d’énergie ¢levée ;

» L’utilisation d’une grande quantité de solvants qui sont parfois toxiques.

Ainsi, une approche systémique et économique a été réalisée pour une extraction maximale

des pigments par d’autres moyens innovateurs.

11.4.3. Méthodes innovatrices d’extraction

Diverses techniques ou « technologies innovatrices » sont actuellement proposées Il
s’agit, essentiellement, de techniques telles que [D’extraction assistée par ultrasons,
I’extraction assistée par micro-ondes, l’extraction assistée par champ électrique pulsé,
I’extraction a haute pression, I’extraction par eau subcritique et enfin 1’extraction par fluide
supercritique. Ces nouvelles technologies font aujourd’hui I’objet de nombreuses recherches,
a la fois fondamentales et appliquées. Si certaines d’entre elles ont méme été développées a
I’échelle industrielle, d’autres sont encore au stade du laboratoire. Des essais portant sur des
tentatives d’introduction des techniques d’irradiation, et plus récemment des organismes
génétiquement modifiés (OGM), ont échoué. De ce fait les industries alimentaires restent trés

prudentes vis-a-vis de I’introduction de ce type de technologies [18].

11.4.3.1. Extraction assistée par les ultrasons
Un ultrason est une vibration de méme nature que le son, mais de fréquence supérieure a

la plus haute fréquence audible pour un homme. Il existe en effet quatre types de sons
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differents suivant une fréquence donnée. Ces vibrations sont produites dans la matiére a une
fréquence supérieure a 20 000 Hz (entre 20 et 100 kHz)[18]. Dans le domaine des
microalgues, les ultrasons ont montreé leur efficacité sur Nannochloropsis sp [18]. Concernant
I'extraction des lipides,[14]ont étudié trois types de microalgues dont dépendent différentes
méthodes de destruction. Testé (autoclave, perlage, micro-onde, choc osmotique et ultrason).
L'échographie semble étre la technique privilégiée pour obtenir le meilleur rendement gras.
11.4.3.2. Extraction assistée par micro-ondes

Les micro-ondes ont la particularité de chauffer instantanément et notamment les
molécules d’eau. Les cellules de microalgues étant constituées de 65-85 % d’eau, et suite a
une exposition aux micro-ondes, la cellule est sujette & des contraintes importantes qui
entrainent une déstructuration des cellules favorisant ainsi la libération des molécules
d’intéréts. Le phénomene peut donc conduire a augmenter 1’efficacité des procédures
d’extraction de lipides des micro-algues [18]. Seule contrainte, les micro-ondes imposent de
travailler a partir d’une biomasse humide. L’étude mis en évidence d’efficacité des micro-
ondes par rapport a d’autres techniques (ultrasons, «Bead beating») sur différentes
microalgues [19, 21]. Par ailleurs, avec le procédé micro-ondes, le temps d’extraction a été
considérablement réduit (30 minutes pour les micro-ondes contre 10 heures pour le Soxhlet).
11.4.3.3. Extraction assistée par les hautes pressions

Le procédé des hautes pressions consiste a soumettre un produit alimentaire a des
pressions comprises entre 100 et 800 MPa, a température ambiante ou inférieure a 50 °C. La
durée de traitement est généralement comprise entre 5 et 30 minutes [18]. L’extraction des
liquides pressurisés de la spiruline a été étudiée de maniére intensive [22-24]. Pour
I’extraction de la PC, [17] ont appliqué une pression hydrostatique de 5000 bars a 2 °C
pendant 15 minutes. Le traitement sous haute pression a été effectué sur un sac plastique
spécial scellé hermétiqguement et contenant une suspension de poudre de S. platensis dans de
I’eau distillée. Par la suite 1’échantillon a été immergé dans de I’eau a 4 °C pendant 12 heures,
suivie d’une filtration sous vide en utilisant du papier-filtre.
11.4.3.4. Extraction par des fluides supercritique

La technique est fondée sur la solubilit¢ des constituants dans le fluide a 1’état

supercritique. L’état supercritique d’un fluide est obtenu en menant le gaz au-dessus de sa
température critique ou en comprimant le liquide au-dela de sa pression critique [25]. Le CO,
est le fluide supercritique le plus utilisé car il présente des avantages notables: non toxique,
non polluant, non inflammable [25]. Le CO; supercritique a été utilisé pour ’extraction de

I’astaxantine a partir de Haematococcus pluvialis et la PC a partir de Spirulina maxima.
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Egalement I’effet de la pression et de la température sur 1’extraction supercritique des
caroténoides a été intensément étudié [18].
11.4.3.5. Champs électriques pulses

L'un des principaux avantages de l'utilisation du CEP pour I'extraction de PC a partir de
la spiruline est que son application favorise une extraction selective. CEP favorise
probablement des changements sur la structure des trichomes, entrainant des lésions
cellulaires et la libération de composés intracellulaires sans la désintégration de toute la
structure cellulaire [11]. Ces effets sont liés aux pores formation qui provoquent
progressivement la désintégration cellulaire, par rapport & méthodes de rupture mécanique des
cellules. En conséquence, certains internes les composés migrent vers le milieu d'extraction
tandis que d'autres sont retenus a l'intérieur de la structure cellulaire. En raison des
caractéristiques du C-PC, I'extraction peut nécessiter I'élargissement des pores créés par le
CEP. La taille des pores dépend de l'intensité du CEP, de la température, du temps et de
l'agitation les conditions [11]. Le tableau ci-dessous regroupe les avantages et les

inconvénients des méthodes conventionnelles d’extraction des phycobiliprotéines.

Tableau 11.2. Avantages et inconvénients des méthodes conventionnelles d’extraction des
phycobiliprotéines[18]

Method_es Biomasse Avantages Limite
d'extraction
Simple, rapide (10-12h),
reproductible, ne dépend pas
de la qualité de biomasse, pas
de corrosion du matériel,
n’affecte pas la qualité
biologique des protéines douce
et non dénaturante.

Difficile a réaliser a
I’échelle industrielle

Congélation/ Fraiche
décongélation et seche

Difficile a réaliser a

Sonication
kHz)

Difficile a réaliser a

I’échelle industrielle

Utiliser pour une
purificationélevée des
phycobiliprotéines

Chromatographie  Fraiche et
échangeuse d’ion séche

Homogénéisation
(mortier et pilon)
Extraction a I'eau Fraiche Non toxique Tres lente
L’extraction d’acide serait utile
pour I’extraction directe du
pigment phycocyanobiline a
partir de la PC.

Fraiche Rapide (10 a 12h). Risque de contamination

Dénaturation des

Extraction a I'acide  Fraiche phycobiliprotéines
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I1.5. Stabilité de PC

La structure de PC consiste en une chaine ouverte chromophore tétrapyrrole
(phycobiline) lié de maniére covalente a une protéine molécules. Les modifications de la
structure du chromophore favorisent la décoloration et les pertes d'activité antioxydante. Par
conséquent, les composés qui réagissent avec la structure tétrapyrrole, comme I'oxygene, les
radicaux libres et les acides, favorise la dégradation de PC. Ces reactions se produisent plus
rapidement a des températures élevées et sous exposition lumineuse [18].

La structure des protéines est hautement responsable de la stabilité du PC, favorisant un
effet protecteur sur le chromophore. Ainsi, tout facteur affectant la stabilité et la structure des
protéines peuvent empécher ou accélérer la dégradation de PC [18]. Lorsque la dénaturation
des protéines se produit, la réduction de la liaison hydrogéne réseau conduit au réarrangement
des molécules de phycobiline a partir de a la conformation cyclique, entrainant des pertes de
couleur [26]. Par conséquent, les principaux parametres qui affectent la stabilité de PC sont
pH, température et lumiere. PC est plus stable a pH variant de 5 a 7,5 une fois la forme
hexamérique prédomine dans cette plage de pH. Prés du point isoélectrique de protéines,
I'agrégation et la précipitation se produisent, favorisant la turbidité, la couleur évanouissement
et pertes de contenu PC [13].

La température est également un facteur critique pour la stabilité du PC. Les taux de
dégradation du PC sont augmentés a des températures supérieures a 50°C, ont démontré que
la dégradation du PC les taux était plus faible a 26 - 43°C (pH 5-7) et augmentaient lorsque
les pigments ont été chauffés de 47 a 64°C [27]. La couleur s'estompe a plus haut les
températures ont été attribuées a la précipitation des protéines. A des températures plus
basses, PC est relativement stable. Cependant, a température ambiante, des pertes de 20 % ont
été signalées apres 10 jours d'incubation. En ce qui concerne I'exposition a la lumiére, le PC
est plus sensible aux effets photochimiques dégradation a pH = 7 de 5. Sous exposition a une
lumiére intense (3. 10° Lux) pendant 24 h, des pertes d'environ 80 % ont été observées a pH 7
et d'environ 65 % a pH 5. Dans les deux conditions, un précipité a été observé, indiquant que
la dénaturation de la protéine [28]. M&me une courte exposition a la lumiere LED aux pertes
de couleur : exposition a la lumiére jaune, blanche, UV-A et UV-B pendant 5 h induit jusqu'a
13% de pertes PC [29] (Tableau I1.3).
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Tableau 11.3. Parametres qui influencent la stabilit¢é de la PC (pH, température et

lumiere)[11]

Plage de
parametres
Temps

Parametre

6,0— 8,0 (tampon

phosphate)
B 4 jours
T 30a90°C 75 min
50, 60, 70, 80 +1
G
5,0,7,0et9,0
TetpH (tampon
phosphate)
30 minutes
Lumiere
blanche et
Lumiére  jaune, UV-A et
Rayonnement
UV-B jusqu'a
5h
Glucose et
saccharose 0, 2,5, 5, 10,
et 20
chlorure de et 40 % (p/v)
sodium
Glucose, 10 et 15 %
saccharose n)
et fructose (p/p

Optimum
range

pH 6.0 -6.5

Jusqu'a 50°C

pH 5.0 et 7.0,
a T 50°C pH
9.0,aT40°C

Ténébres

pH 7.0; 60°C,;

15 min

pH 6,0; 40,
60 et 80°C ;
60 minutes
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Principaux résultats

Le pH optimal pour I'extraction PC
(7,5) était différent du pH optimal
pour la stabilité. A température
ambiante, pH supérieur a 6,5, la
couleur a chuté de facon
spectaculaire

A des températures supérieures a
50 °C, la concentration de C-PC
considérablement

diminué.

Le PC purifié est légérement plus
stable en milieu acide (pH 5,
Température de fusion

de 61,8°C) plutét que dans des
conditions neutres ou alcalines
(pH= 9, température de fusion de
49,9°C).

Une dégradation de 5,7, 6,3, 8,9 et
12,7 % s'est produite apres 5 h sous
jaune lumiére, lumiere blanche,
rayonnement UV-A et UV-B,
respectivement.

20 a 40% du glucose ou du
saccharose ont augmenté la demi-
vie du PC a partir de 19 min a 30-
44 min, tout en utilisant du
chlorure de sodium a 2,5 %, il a été
portée a 67 min. Le sucre et le sel
ont pu enrober surface PC,
protégeant le chromophore.

Sans aucun ajout de sucre, la teneur
en PC de maniére significative
diminué. La stabilité de PC a été
affectée par [D’interaction sucre-
protéine via une liaison
glycosidique, empéchant réactions
de dégradation. A 60°C, 10 et 15%
de glucose PC stabilisé, conservant
jusqu'a 54% de la teneur en
pigment.

Référence
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Application du PC dans les formulations alimentaires est limitée en raison de sa
sensibilité aux acides, a la chaleur et a la lumiére. Pour surmonter ces problémes, les agents
stabilisants ont été évalués pour protéger la molécule PC. Parmi eux, de petits saccharides ont
montré une contribution positive, en maintenant les protéines natives structure et couleur
PC[35]. Le type de sucre et la concentration influencent la stabilité du PC. L'ajout de
saccharose (20%, p/p) et de glucose (20%, p/p) a été considéré comme approprié pour
prolonger la stabilité des extraits de PC [36]. Le saccharose (20%, p/p) a eu un effet plus
positif que le tréhalose a la méme concentration. Lorsque l'on compare différents
concentrations de saccharose, 70% ont favorisé un meilleur effet protecteur que 20% [35].
Certaines études ont montré que I'ajout de polysaccharides contribue a augmenter la viscosité
du milieu, ne convenant pas a des concentrations élevees selon I'application.

D'autres auteurs ont suggéré l'utilisation de protéines pour protéger la structure PC a
des valeurs de pH faibles dans le cadre de la transformation des aliments [37]. L’azoture de
sodium et le dithiothreitol sont couramment utilisés comme conservateurs pour la PC a des
fins analytiques, mais ils sont toxiques et ne peuvent donc pas étre utilisés pour la production
de PC de qualité alimentaire [18].Du fait que la PC sous forme aqueuse se dégrade
rapidement en cas de contamination bactérienne. Elle doit donc étre conservée sous forme
stérile ou au froid (congélation) [18].

L’huile essentielle de Ravintsara (Cinnomomum camphora) retarde le développement
bactérien tout en restant compatible avec un usage alimentaire, mais ce traitement ne convient
que pour une préservation a court terme de la PC car les développements bactériens sont
freinés mais pas annihilés. Il n'est pas possible non plus d’acidifier fortement le milieu pour
empécher le développement de bactéries car la PC est trés sensible au pH et toute variation
importante entraine une précipitation des molécules. La PC devient instable et précipite en
dessous de pH =5 et au-dela de pH = 7.5 [18][38].

11.6. Activités thérapeutiques de la PC

La littérature a montré que la PC joue un réle bénéfique pour la santé humaine grace
a ses propriétés pharmacologiques et biologiques potentielles. Illustrés dans des créemes de
beauté en jouant un réle dans la stimulation de la synthese de collagéne, ces pigments peuvent
avoir des applications dans I’industrie cosmétique [18]. Au repos, la PC a une couleur bleue et
est pourvue d’une fluorescence rouge. Elle présente une absorption maximum a 620 nm et une
radiation d’émission a 635 nm. Cette qualité en fait un produit fluorescent naturel qui est un

marqueur de choix dans les diagnostics biomédicaux [52 ,37] (Figure .11.3).
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[ Antivirale ]
[ anticancéreux ]
[ Antioxydant ]

LI

Phycocyanine . [ Anticoagulant ]

]

[ Antifongique

[ Antidiabétique ] -

[ Antibacteérien ]

] [Antinﬂamatuire ]

Figure .11.3. Bienfaits thérapeutiques de la Spiruline

11.6.1. Activité antibactérienne

Certaines études préliminaires in vitro d'extraits de spiruline sur certaines bactéries
pathogenes (E. coli et S. aureus) ont observé un effet antimicrobien efficace [39]. Ce résultat
indique que les cyanobactéries possedent un mécanisme de défense pour combattre les
bactéries pathogenes et donc la possibilité de développer une plante antibiotique a base
d’agent antimicrobien, sir avec moins d'effets secondaires qui peuvent remplacer les
médicaments synthétiques. Les résultats de différents extraits de spiruline sur différentes
bactéries n'ont pas encore permis d'identifier une substance antibactérienne spécifique mais le
spectre d'actions servirait de support pour démontrer le potentiel de cette activité sur certains
microbes pathogénes[39].
11.6.2. Activité anti-inflammatoire

Il est bien établi que la génération des ROS peut initier et engendrer des cascades
inflammatoires, provoquant des 1ésions au niveau du foie, des reins, du cceur, etc... Plusieurs
études ont montré le pouvoir de la PC dans I’atténuation du processus inflammatoire in vivo
et in vitro [40]. Plusieurs études ont montré que la PC inhibe les réactions inflammatoires,
selon différentes voies. Les voies, les plus répandues, sont I’inhibition de 1’expression de
certaines enzymes impliquées dans le processus inflammatoire, telle que la cyclooxygénase-2

(COX™), I'oxyde nitrique synthétase, la myéloperoxydase,.. .etc.[40].
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11.6.3. Activité antioxydant
Le déséquilibre entre les systemes antioxydants et la production de dérivés réactifs a

I’oxygene est appelé « stress oxydatif ». Ce dernier peut étre a 1’origine de diverses maladies,
notamment, 1’athérosclérose, le cancer, le diabéte, les maladies inflammatoires, ainsi que le
processus de vieillissement En 1998, I’activité antioxydante de la PC a été décrite, pour la
premiere fois, par Romay et coll [41].

La PC serait capable de piéger plusieurs radicaux libres, incluant 1’hydroxyle (‘'OH), le
radical alcoxyle (RO") et I’anion superoxyde (O3"), I’acide hypochloreux (HOCI), le radical
peroxyle (ROQ"), le peroxynitrite (ONOQ") ainsi que 1’oxyde nitrique (NON") [40].

Tableau 11.4. Propriétés pharmacologiques et biologiques des PCs [18]

Espece de micro algue étudiée Propriété physiologique Références
Spirulina platensis, Aphanizomenon flos aquae  Antioxydante [42]
Spirulina platensis ; Arthrospira maxima Anti inflammatoire [42, 43]
Spirulina platensis Neuroprotective [43]
Spirulina platensis Néphroprotectrice [44]
Arthronema africanum (Cyanophyceae) Anti tumorale, Anti cancer [45]
Spirulina platensis Anti radicalaire [46]
Spirulina platensis Anti cataractogéne [47]
Spirulina platensis Anti diabétique [48]
Spirulina platensis Immunomodulatrice [42]
Spirulina platensis Cicatrisante des plaies [49]
Spirulina platensis Atheroprotective [50]
Spirulina Hepatoprotective [51]
Spirulina platensis Anti hyperalgique [52]
Spirulina platensis (Arthrospira) Antivirale [53]
Spirulina platensis Antifongique [53]
Spirulina platensis Cosmétique [54]
Spirulina platensis (Arthrospira) Anticoagulant [55]
Spirulina platensis (Arthrospira) Antibactérien [39][48,49]

I1.7. Intérét de ’extraction de la PC

La PC est une molécule de grand intérét notamment en raison de ses propriétés
bénéfiques pour la santé humaine (Tableau.ll.4). Elle est consommeée notamment pour ses
propriétés antioxydantes et aussi pour sa capacité a favoriser la production de cellules souches
[38]. La forte teneur de ce pigment a un grand intérét dans 1’industrie pharmaceutique. La
production de la C-PC dépend de plusieurs parametres a savoir : la souche de spiruline,
I’intensité de 1’éclairage, la composition du milieu de culture...etc. Selon Walter et coll
’utilisation d’une lumicre rouge pour 1’éclairage de la culture a la place d’une lumiere

ordinaire augmente la teneur et la pureté de C-PC [56]. Il existe des spirulines de haute qualité
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particulierement riche en PC (environ 20 % du poids sec au lieu de 10 a 11 % qui représente

la teneur minimale dans la spiruline de base) [57].
11.8. Utilisations de la PC

Les multiples utilisations de la PC, nous a incités a approfondir la connaissance des
meilleurs moyens d’obtention de cette molécule bioactive. Nous pouvons citer par exemple
[58]:

v Sorbets ;

v'Sucettes glacées ;
v'Bonbons ;
v'Boissons sans alcool ;
v Gelées ;

v Produits laitiers.
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I11.1. Introduction

Les cyclodextrines (CDs) naturelles ou chimiquement modifiées font partie de la
famille des molécules-cages. Elles sont connues pour leur aptitude & modifier les propriétés
physico-chimiques (solubilité, stabilité...etc.) de nombreuses molécules organiques par
formation des composés; ou complexes d’inclusion [1]. Les cyclodextrines ont aujourd'hui
d'innombables applications industrielle, et on les retrouve dans une multitude de produits
courants. Elles sont aussi l'objet de tres nombreuses recherches scientifiques [2].
111.2. Historique

L'histoire des cyclodextrines commence il y a un peu plus de 100 ans [3]. Il se
divise en trois périodes. Leur découverte a été publiée en 1891 par un scientifique frangais, A.
Villiers, qui a obtenu par digestion bactérienne de 1000 g d'amidon, 3 g de substance
cristalline, nommeée alors "cellulosine”. Elles seront ensuite nommées crystalline dextrine,
puis alpha-dextrine et béta-dextrine puis dextrines de Schardinger en I'honneur du chercheur
qui a décrit leur préparation, leur isolement et leurs principales caractéristiques de 1903 a
1911. La gamma-cyclodextrinea été découverte en 1935 [4].
111.3. Caractéristique structure et physico-chimique
111.3.1. Structure

Les cyclodextrines d'intérét pharmaceutique sont des oligosaccharides cycliques
obtenus par dégradation enzymatique de I’amidon, ou plus précisément de 1’amylose.
L’enzyme impliquée, la cyclodextrine glycosyl transférase (CGTase) est produite par
différents microorganismes [5].
Les CDs sont des oligosaccharides cycliques constitués d’unités a-Dglucopyranose.Les
principales CDs sont I’ «-CD (6 unités glucopyranose), la f-CD (7 unités) et la y-CD (8
unité).Ces unités glucopyranose, en conformation chaise, sont reliées entre elles par des

liaisons glycosidiquesa-1,4[5]. (Figure 111.1)
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Figure 111.1. Structure des cyclodextrines natives [6]
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11 existe des CDs de plus grandes tailles constituées de 9, 10...unités, et de taille plus petite (la
cyclo-a (1—4)-glucopentaoside) qui ont été isolées ou totalement synthétisées. Différentes
nomenclatures sont utilisées dans la littérature pour 1’appellation des CDs (laf-cyclodextrine
se trouve par exemple sous le nom de p-dextrine de Shardinger, cycloheptaamylose,
cyclomaltoheptaose, cycloheptaglucan, p-CD, B-CD ou C7A). Nous utiliserons dans la suite
de notre travail le terme de -CD [7].
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Figure 111.2. A) Structure chimique de la S-CD et (B) sa forme en cdne tronqué. [5].

©

Les CDs ont une structure tridimensionnelle en forme de cylindre conique dont la

paroi est constituée par les unités glucoses, en conformation chaise *C1 [7].

Figure 111.3. Structure tridimensionnelle des trois CDs [7]

Les CDs ont une apparence de cone tronqué, et un beignet, toroidal ou cylindrique, en
raison de la disposition spatiale caractéristique des différents groupes fonctionnels des unités
de glucose. En conséquence de cette conformation, tous les groupes hydroxyle secondaires
(correspondant aux atomes de carbone C2 et C3 des unités de glucose) sont a I'un des bords
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de la cavité, tandis que les hydroxyles primaires sont a l'autre extrémité de la cavité. Rotation
de ces groupes OH réduisent la taille effective de la cavité, ce qui lui confere une forme
conique tronquée plus ouverte vers le coté des hydroxyles secondaires [8]. Cette disposition
donne un caractére apolaire a l'intérieur de la cavité, alors que la présence des groupements -
OH sur les bords du tronc du cone les rend tres aqueux soluble. Par exemple, des hotes
hydrophobes seront logés a l'intérieur de la cavité en raison des interactions hydrophobes de
type van der Waals, alors que simultanément des interactions polaires [8].

111.3.2. Caractéristiques physicochimiques

Les trois principales CDs natives sont des composés cristallins, homogénes et non
hygroscopiques [5]. Leurs principales caractéristiques physicochimiques sont rassemblées

dans le tableau suivant:

Tableau I11.1. Principales caractéristiques physicochimiques des trois cyclodextrines[5]

o—CD p-CD vy—-CD
Nombre d’unités glucopyranose 6 7 8
Formule brute C3sHg0030 C42H70035 C4gHg0040
Masse molaire (g.mol™) 972 1135 1297
Diameétreexterne (nm) 1,46 + 0,04 1,54 + 0,04 1,75+ 0,04
Hauteur (nm) 0,79 £0,01 0,79+ 0,01 0,79 £ 0,01
Diametre de la cavité (nm) 0,47 - 0,53 0,60 — 0,65 0,75-0,83
Volume de la cavité (nm°) 0,174 0,262 0,472
Solubilité dans I’eau (g/L a 25°C) 145 18,5 232
pKaa 25°C 12,3 12,2 12,1
[a]° & 25°C 150 + 0,5 162,5+05  177,4+05

Les CDs sont entourées de molécules d’hydratation qui sont labiles et peuvent étre
¢liminées par séchage, et de molécules d’eau d’inclusion dans la cavité qui ne peuvent étre
que remplacées, mais non éliminées [7]. Le caractére amphiphile des CDs, lié a leur structure
spatiale, leur confere leur propriété majeure: celle de former des complexes supramoléculaires
en solution aqueuse avec une ou des molécules invitées hydrophobes [7].
111.3.2.1. Solubilité dans I’eau

La solubilité dans I’eau varie de fagon plus inattendue. En effet, la f-CD, bien que
possédant un nombre d’unités glucopyranose intermédiaire entre I’a-CD et la y-CD, possede
la solubilité la plus faible. Ceci peut s’expliquer par les liaisons hydrogeéne intramoléculaires

qui s’établissent entre les fonctions hydroxyle secondaires les CDs sont biodégradables, ce

41



Chapitre 111 Cyclodextrines

qui, ajouté au fait qu’elles sont produites a partir d’une ressources, lay-CD, non planaire et
plus flexible, posséde la plus grande solubilité dans 1’cau [8].

I11.4. Composition d’inclusion

111.4.1.Généralités sur la complexation

Un complexe d’inclusion est une association d’au moins deux molécules (Figure 111.4.) dont
I’une, le substrat (ou « invité ») est encapsulée de facon totale ou partielle par I’autre, le
récepteur (ou « hote ») sous I’effet d’interactions faibles [5]. Aucune on covalente n’est créée,
ce qui permet une dissociation aisée et douce du complexe formé. Les CDs, ainsi que d’autres
types de molécules comme les éthers couronnes, les calixarenes, etc. peuvent jouer le réle de

molécule héte [5].

Figure 111.4. Représentation schématique de la formation d’un complexe d’inclusion CD -
xylene et de sa dissociation [9].
111.4.2. Formation des complexes d’inclusion
Formation d'un CD : Le complexe d'intégration d'invités peut étre décrit en 5 étapes [10].
1. Les molécules d'eau sont libérées de la cavité DC a la suite de la combinaison CD
invité. Lorsque le degré de liberté des molécules d'eau expulsées augmente,
En raison des interactions plus faibles et du nombre de liaisons hydrogéne avec lumiere.
2. L'invité hydrophobe perd la couche d'hydratation qui I'entoure.
3. L'invité entre et occupe la cavité du CD formant ainsi le complexe d'encastrement
Stabilisé par Vander Waals et interactions hydrophobes et/ou par liaisons hydrogene.
4. Réorganisez les molécules d'eau libres et formez des liaisons hydrogene entre elles.
5. La structure de I'eau autour de l'invité simple est restaurée.
111.4.3. Conséquences de la Complexation
La formation d’un complexe d’inclusion entre une CD et une molécule invitée confere a ce
complexe des propriétés physico-chimiques et biologiques différentes de celles de la CD et de
la molécule incluse prises séparément [11].
1. Modification de la solubilité dans 1’eau.

2. Modification des propriétés spectrales.
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3 .Modification de la réactivité chimique due a la molécule.

4. Diminution de la diffusion et de la volatilité (dans le cas de substances volatiles).

5 .Modification des propriétés chirales.

6 .Modification des propriétés biologiques (par exemple, le caractere hémolytique). En
outre, comme les CDs sont capables de différencier les énantiomeres et, plus généralement,
les composés structurellement proches comme les isomeres, les homologues...etc, cette
propriété est mise a profit dans le domaine de la chimie analytique et plus particuliérement
dans celui des méthodes separatives [12]

111.5. Application pharmaceutique

Dans I’industrie, les propriétés des CDs sont largement exploitées dans le milieu
pharmaceutique [13,14]

Les principales CDs utilisées a I’heure actuelle par 1’industrie pharmaceutique sont
desf -CD normales ou modifiées. On trouve quelques exemples avec I’a-CD et I’y-CD. La
plupart des médicaments a base de CDs sont administrés par voie orale (tablettes, dragées,
sirops...). Cependant, on remarque que toutes les spécialités administrées par voie nasale ou
oculaire utilisent des CDs modifiées (HP-$-CD). Ces systémes d’absorption font appel a des
mécanismes de passage transmembranaire. Ces mécanismes sont sans doute facilités par le

caractere amphiphile que conférent les groupements alkyles greffés sur les CDs employées.

Beaucoup de ces médicaments sont utilisés comme anti-inflammatoires (Piroxicam)[7].

Tableau

cyclodextrines[7]

I11.2. Liste de spécialités pharmaceutiques commercialises contenants des

VB EE Hilglsgule Nom commercial AU Indication
cyclodextrine  médicamenteuse pharmaceutique
p-CD Benexate Lonmiel Capsule Antiulcéreux
p-CD Benexate Ulgut Capsule Antiulcéreux
. . TranxlIlium o -
p-CD Chlordiazepoxide 5mg/25mg Comprimé tranquillisant
£-CD Siﬁsgsethasone, Glymesason Pommade Analgesique, Anti- inflammatoire
p-CD Cephalosporin Meiact Comprimé Antibiotiques
HP-g-CD Hydrocortisone Dexacort Liquide Bain de bouche, gingivite, etc
Solution de -
p-CD Lode Mena-Gargle gargarisme Désinfectant pour la gorge
HP- g -CD Itraconazole Sporanox Liquide oral Candidose oesophagienne
p-CD Piroxicam Brexin Comprimé, sachet Analgesique, Anti-inflammatoire
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Partie pratique Méthodes & Résultats et discussion

I. Extraction de la PC
I.1. Extraction par macération dans le mélange glycérol/eau (C3HgO3/H,0) 80/20[1]

100g de poudre de spiruline obtenu est mélangé dans le mélange glycérol/eau (80/20).
On a laissé macérer pendant 7 jours a température ambiante a 1’obscurité. Une filtration

effectuée par un filtre compatible alimentaire (Poche Nylon 330x500 filtres 50 microns).

Figure.l.1 Processus de filtration de la PC

1.2. Caractérisation du PC
1.2.1. Spectroscopie Ultraviolet — Visible
1.2.1.1. Mode opératoire

v' Placer dans I’appareil une cuve de mesure (dite cuve de référence ou blanc) ne
contenant que le solvant.

v' Relever I’absorbance, et calibrer I’appareil pour lui signifier que cette absorbance doit
étre nulle.

v Placer la cuve contenant 1’échantillon (I’extrait dilué dans le solvant), relever la
mesure.

v" Recueillir un spectre d’absorbance en permettant a I’instrument parcourir les

différentes longueurs d’onde et recueillir I’absorbance.
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v' A partir du spectre d’absorbance collectées, on détermine le maximum d’absorbance

(Amax) de PC (voire figure 1.2)

—— Phycocyanine
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Figure 1.2. Spectre Uv de PC

D’aprés la figure 1.2, la PC présente deux maximums d’absorption, A3 = 301 nm et
A2=614nm, ce résultat est en accord avec la littérature.
I.3. Formation des complexes d’inclusion
1.3.1. Formation d’un nouveau complexe entre la PC et la f-CD

La conservation de la PC exige des précautions particulieres. 1l convient ainsi
d’utiliser de petits flacons en verres teintés ou opaques et les préserver a [’abri de
la  lumiére, IP’oxygéne, I’humidité,...etc. Les chercheurs ont donc di faire preuve
d’ingéniosité pour trouver des formulations permettant d’améliorer la stabilité¢ de la PC afin
de favoriser son application dans les nombreuses applications dans les domaines de
I’alimentaire, de la pharmacologie, de la cosmétique et de la recherche. Nous avons étudié
I’effet de la S-CD sur la stabilité de la PC. La préparation du complexe d’inclusion entre la S-
CD et la PC avec un rapport molaire (1.2), a été réalisée par différentes méthodes.
1.3.1.1 Formation du complexe par mélange physique (PC:#-CD Mph)

Nous avons melangé a sec des quantités de $-CD et de PC d’un rapport (1:2) dans un
mortier, on a soumis le mélange au malaxage pendant 30 min jusqu'a l'obtention d'une pate.

Un séchage complet a été réalisé, on plagant le complexe obtenu a 1’air libre pendant 24 h [2].
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Figure 1.3. Formation du complexe (PC:f-CD) par mélange physique

1.3.1.2 Formation du complexe par malaxage (PC:#-CD Kn)

Des quantités de f-CD et de PC d’un rapport molaire (1:2) ont été placées dans un mortier,
0,8 mL solution eau/éthanol 50:50 v/v ont été ajoutés. Le mélange a ensuite été malaxé

manuellement au pilon 30 min ou plus jusqu'a I'obtention d'une pate. Un séchage a I’air libre

a été realisé pendant 24 h [3].

Figure 1.4. Formation du complexe (PC:f#-CD) par malaxage
1.3.1.2 Formation du complexe par Micro-ondes (PC:£-CD Mw) et (PC: HP-£-CD Mw)

Les complexes préparés par Mw ont été préparés a partir des mélanges physiques
correspondants, les Mp ont été placés dans un mortier, 1 mL d’éthanol a été ajouté, aprés un
Iéger malaxage, le mélange a été mis au micro-onde a 350 watts pendant 15 min [4].
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Figure 1.5. Formation du complexe (PC:5-CD)par Micro-ondes

Figure 1.6. Formation du complexe (PC:HP-5-CD)par Micro-ondes

1.3.1.3 Formation du complexe par Ultrasons (PC:f-CD Us) et (PC:HP-$-CD Us)
A une solution aqueuse de p-CD et/ou HP-5-CD (10mL) (M = 1135 g/mol, m =
0,227¢), une quantité de la PC est ajoutée. Puis nous avons agité la solution un certain temps.

Ensuite le mélange est placé aux Ultrasons pendant 1h, le complexe s’est formé par

précipitation a I’air libre.
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Figure 1.7. Formation du complexe (PC:HP-4-CD) par Ultrasons

1.3.2. Formation d’un nouveau complexe entre la PC, la #-CD et/ou HPS-CD et la Fibre
Pour préparer les complexes d’inclusion (PC:f-CD:Fibre) et/ou (PC:HP-4-CD:Fibre)
avec un rapport molaire [1:2 :1], nous avons choisis les mémes procédures utilisés pour la
formation des complexes (PC:$-CD) dans le paragraphe ci-dessus, et nous avons obtenus les
complexes suivant: (PC:5-CD:Fibre) Mph, (PC:5-CD:Fibre) Kn, (PC:5-CD:Fibre) Mw,
(PC:HP-p-CD:Fibre) Mw, (PC:p-CD:Fibre) Us et (PC:HP-4-CD:Fibre) Us.

Figure 1.8. Préparation de fibre
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Figure 1.9. Formation du complexe (PC:#-CD:Fibre) par Micro-ondes

Figure 1.10. Formation du complexe (PC:HP:4-CD:Fibre) par Micro-ondes

1.4. Etude de la stabilité PC en présence de p-Cyclodextrine et la fibre

La PC est sensible a la photodégradation [5]. Or il est bien décrit que les
cyclodextrines peuvent protéger de la photodégradation certains principes actifs [6-8]. Une
expérience de dégradation forcée a été effectuée afin d’observer 1’éventuelle formation de
produits de dégradation. Le complexe a été solubilisé¢ a environ 1mg/mL dans I’eau avant
d’étre exposée pendant 2h aux conditions de dégradation suivantes: dégradation basique (pH
de 9) et pH=7, lumiére naturelle et lumiére a partir d’une lampe (65W), thermodégradation
(30°C-70°C). L’évaluation des résultats a été comparée par rapport a une solution conservée

a 25 °C et a I’obscurité.

1.4.1 Effet de la température

Figure 1. 11. Le suivit de la dégradation de la PC a différentes températures
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—— PC:Fibre 4j
—— PC:BCD:Fibre 4j
—— PC:BCD:Fibrel2j
—— PC:Fibre 12j
——PC 19

2.0 —— PC 47j

2.5

1.5
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1.04

0.5

0.04
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Figure.l.12. Spectre UV de PC a la température T= 30°C en présence de $-CD et la fibre en

fonction du temps

Figure.1.13. PC, (PC:$-CD)a la température T= 30°C

|~ .
O W

Figure.l.14. Le complexe (PC:Fibre) (1),(PC:5-CD:Fibre) (2) a la température T=30°C
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D’apres les figures (1.12-1.14), et d’aprés notre suivi quotidien a 1’ceil nue, on a
remarqué que la PC conserve sa couleur bleu a T=30°C, et ¢a est traduit par les deux bandes

d’absorption apparait dans le spectre Uv de PC.

—=—PC
354 —e— PC:BCD

s \\\

3.04

254 /

/
/
/
/
- /
- /
< y

0.5

T T T T T
0 10 20 30 40 50
Temps (jours)

Figure. 1.15. Stabilité de la PC a la température T= 40°C : Absorbance en fonction du temps

D’apreés la figure. 1.14, on remarque que 1’absorbance de PC en présence de la f-CD
augmente graduellement par rapport a la PC libre ce qui se traduit par la bonne stabilité de la
PC en présence de la p-CD. Aussi le suivi de la PC en présence de la f-CD montre que la
couleur bleu n’a pas été altérée, a la température T= 40°C contrairement a son présence seul.
Aussi I’ajout de la fibre au -CD conserve aussi les deux Amax de PC a température 40°C (voir

figures ci-dessous)

35+ —— PC:Fibre 4j
—— PC:BCD:Fibre 4j
3.0 f\ —— PC:BCD:Fibrel2j
I\ ——— PC:Fibrel2j

\
2.5 | |

2.0

Abs

1.5

1.0

0.54

0.04

T T T T T T T
200 300 400 500 600 700 800
Nombre d'onde (hm)

Figure.l.16.Spectre Uv de PC a la température T= 40°C en présence de S-CD et la fibre en

fonction du temps
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Figure.l.17. PC, (PC:p-CD) a la température T= 40°C

Figure.1.18. PC (1), PC:5-CD:Fibre) (2) a la température T= 40°C

—— PC:Fibre 4j

—— PC:BCD:Fibre 4j
—— PC:BCD:Fibrel2j
—— PC:Fibrel2j
—PCY9j

—— PC:BCD 9j

3.0

2.5

2.0

T T T T T
200 300 400 500 600 700
Longeur d'onde (nm)

Figure.1.19. Spectre Uv de PC a la température T= 50°C en présence de 5-CD et la fibre en
fonction du temps
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Figure.1.20. PC (a gauche), (PC:5-CD) (a droite) a la température T=50°C

Figure.1.21. PC (a gauche), (PC:5-CD:Fibre) (a droite) a la température T=50°C

D’apres les figures précédentes, on remarque que 1’absorbance de la PC diminue en
fonction du temps, lors de son exposition a T=50°C alors que la présence de la 5-CD et la
fibre inhibe 1’absorbance de se diminuer, et ¢a peut étre due a la stabilité prouvé par la
présence de la p-CD et la fibre. Les méme remarques sont enregistrés pour la température
60°C et 70°C (voir figures ci-dessous).
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—— PC:Fibre 4j
35— —— PC:BCD:Fibre t=4j
—PC7j
3.04 —— PC:BCD 7j
—— PC 28j
254 | —— PC:BCD 28j
—— PC:Fibrel2j
2.0 — PC:BCD:Fibre 12j

T T T T T
300 400 500 600 700
Longueur d'ondes (nm)

Figure.1.22. Spectre Uv de PC a la température T= 60°C en présence de 5-CD et la fibre en

fonction du temps

Figure.1.23. PC, (PC:$-CD) a la température T= 60°C

Figure.l.24. Le complexe (PC:5-CD:Fibre) a la température T= 60°C
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—— PC:Fibre 4j
—— PC:BCD:Fibre 4j
——PC5j

——PC 26j

—— PC:Fibre 12j
—— PC:BCD:Fibre 12j
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Figure.l1.25. Spectre Uv de PC a la température T= 70°C en présence de 5-CD et la fibreen

fonction du temps

Figure.1.26. PC, (PC:4-CD) a la température T=70°C

1.4.2. Effet du pH sur la stabilité de PC

—=— Phyco
2.2 —e— Phyco:BCD

2.04
1.84
1.6
8 14
g
1.24
1.0

0.8
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Figure.1.27. Stabilité de PC a pH=7 : Absorbance en fonction du temps
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Dans les conditions expérimentales éprouvées, Aucun changement de couleur n’est remarqué,
donc la dégradation de la PC n’a pas été observée a la solution tampon (pH neutre), et
I’absorbance de 1a PC augmente en fonction du temps, en présence de la s-CD.

Tandis que I’absorbance de la PC seul, se diminue en fonction du temps et la PC a perdu sa

couleur graduellement.

109 —pCph=73

—— PC:BCD ph=7 3j
0.8 \\ —— PC:Fibre ph=7 3j
—— PC:BCD:Fibre ph=7 3j

Abs

T T T T T
300 400 500 600 700
Longueur d'onde (hm)

Figure. 1.28. Spectre Uv de PC a pH=7 en présence de S-CD et la fibre en fonction du temps

Figure. 1.29. Le complexe (PC:4-CD) (1) et la matrice (PC:f-CD:Fibre) (2) au pH=7

On remarque que pendant les trois premiers jours de la surveillance de 1’absorbance de
PC dans les trois cas, la forme générale du spectre n’a pas changé, ce qui implique que la PC
est stable a pH 7, aux premiers jours mais malheureusement, on pas pu continuer la

surveillance. Méme remarque pour le pH 10.
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—— PC pH=10 3j

204 —— PC:Fibre pH 10 3j
—— PC:BCD pH=10 3j

—— PC:BCD:Fibre pH=10 3j

Abs

-0.5

T T T T T
300 400 500 600 700
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Figure.1.30. Spectre Uv de PC a pH=10 en présence de -CD et la fibre en fonction du temps

Figure.1.31. PC et le complexe (PC:5-CD) au pH=10

Figure.1.32. Le complexe (PC:Fibre) (1) et la matrice (PC:$-CD:Fibre) (2) au pH=10
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1.4.3. Effet de la lumiére naturelle sur la stabilité de PC

300 .

250

200

—a—PC:BCD
—e— PC:Fibre
—a— PC:BCD:Fibre
—v— PC:HP:Fibre
1004 —+—PC
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Figure.1.33. Effet de la lumiere naturelle sur la stabilité de PC: Absorbance en fonction du

temps

(1A

Figure.l.34. La PC en lumiere naturelle en fonction du temps

On remarque ici, que la combinaison du g-CD, la fibre et/ou la HPS-CD, la fibre peut
protéger la dégradation et le changement de couleur de la PC pour une période dépasse le

mois. Pour la dégradation forcée, I’absorbance est stable en présence de la -CD et de la fibre.
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1.4.4. Effet de la lumiére forcée

—a—PC
24 —e— PC:BCD
—A— PC:Fibre

Abs

T T T T T
0 5 10 15 20
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Figure.l.35. Effet de la lumiere Forcée sur la stabilité de PC: Absorbance en fonction du

temps

Figure 1.36. Le suivit de I’effet de la lumiére forcée sur la stabilité de PC en fonction du

temps

Figure.l.37. Le suivit de I’effet de la lumiére forcée sur la stabilité du complexe (PC:5-CD)

en fonction du temps

62



Partie pratique Méthodes & Résultats et discussion

L.5. Etude de ’activité Antioxydante

Un antioxydant est une substance qui en faible concentration par rapport a celle du
substrat oxydable qui, de maniére significative retarde ou empéche I’oxydation de ce substrat.
En effet, la plupart des antioxydants de synthése ou d’origine naturelle possédent des groupes
hydroxyphénoliques dans leurs structures et les propriétés antioxydantes sont attribuées en
partie, a la capacité de ces composés naturels a piéger les radicaux libres tels que les radicaux
hydroxyles (OH’) et superoxydes (O;"). Notre étude s’est intéressée a 1’évaluation des
activités antioxydantes d’extraits de PC.(spirulina platensis) et en présence de la f-CD et/ou
S-CD et une fibre en vue de leur valorisation en tant qu’antioxydants. Plusieurs méthodes sont
utilisées pour la détermination de l'activité antioxydant, nommées d'apres le nom de la
substance utilisée comme source de radicaux libres, dans notre étude c’est la méthode de
DPPH (2,2- diphényl-1-picrylhydrazyl) [9]

1.5.1. Présentation du test au DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle)

Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle est un radical libre stable qui agit en se combinant
avec d’autres radicaux libres. Ce composé a été I’un des premiers radicaux libres utilisés pour
étudier la relation structure-activité des composés phénoliques [9].Le radical possede un
¢lectron libre sur un atome du pont d’azote. La délocalisation de cet électron se traduit par la
coloration bleue-violette caractéristique du réactif. Cette délocalisation permet également au
DPPHe de rester stable a température ambiante. (Figure.l.38) La réduction du radical libre
DPPH (2,2’-diphenyle-1-picrylhydrazyl) par un antioxydant peut étre suivie par spectrométrie
UV-Visible, en mesurant la diminution de I’absorbance a 517 nm provoquée par les

antioxydants.

NO,

O,N Q e N ——> O,N ‘NH—N
@ NO, @
Diphenylpicrylhydrazyl (radical liore) ~ Diphenylpicrylhydrazyl (forme réduite)

Figure.1.38. Structure du DPPH avant et aprés la réaction avec un antioxydant
1.5.2. Mode opératoire

L'activité d'élimination des radicaux libres des extraits a été mesurée par le 2,2-
diphényl-2- picrylhydrazyle (DPPH) selon le protocole décrit par Bounatirouetal. [10] avec
quelque modification:
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v' Préparer la solution DPPH dans du méthanol (2.4mg / 100mL) et bien couvrir avec du
papier aluminium.

v’ Préparer une gamme de dilution partant d’une solution mére dissoute dans le
méthanol.

v 100 pL de chaque dilution sont ajoutés a 1 mL de la solution du DPPH.

v’ Parallélement, un contrble négatif est préparé en mélangeant 100uL de méthanol avec
ImL de la solution méthanolique de DPPH. La lecture de I’absorbance est faite dans un
spectrophotomeétre UV contre un blanc préparé pour chaque concentration a 517nm aprés 30
min d’incubation a I’obscurité et a la température ambiante (voir Tableau.l.1).

Tableau.l.1. Résultats de I’activité antioxydante par le test DPPH de PC et ses complexes

PC Concentration 2 1.4 1 0.2
(mL/mL)
Abs 0.365 0.587 0.825 0.944
PC:5-CD (L) Concentration 2 1.6 1.4 1
(mL/mL)
Abs 0.316 0.410 0.568 0.975
PC:p-CD:Fibre (L) Concentration 2 1 0.6 0.4
(mL/mL)
Abs 0.466 0.487 0.532 0.623
PC:HP--CD (L) Concentration 2 1.4 0.6
(mL/mL)
Abs 0.564 0.596 0.75
PC:HP-p-CD:Fibre(L) Concentration 2 1.8 1.6
(mL/mL)
Abs 0.467 0.568 0.572
PC:p-CD Mw Concentration 5 3 1
(mg/mg)
Abs 0.378 0.446 0.714
PC:s-CD:FibreMw Concentration 5 2 1
(mg/mg)
Abs 0.452 0.561 0.856
PC:HP-5-CD Mw Concentration 5 3 1
(mg/mg)
Abs 0.451 0.487 0.901
PC:HP--CD:FibreMw Concentration 5 2 1
(mg/mg)
Abs 0.376 0.536 0.842
PC pur Concentration 0.2 0.1 0.05
(mg/mg)
Abs 0.120 0.257 0.394

Les figures ci-dessous représentent la variation de I’absorbance de la PC seul et en

présence de f-CD et /ou S-CD et la fibre en fonction des concentrations
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Figure.l.39. L absorbance de PC en fonction des concentrations
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Figure.l.40. L absorbance de complexe en phase liquide (PC:$-CD) en fonction des

concentrations
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Figure.l.41. L absorbance de complexe en phase liquide (PC:f-CD:Fibre) en fonction des

concentrations
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Figure .1.42. L’absorbance de complexe en phase liquide (PC:HP-5-CD) en fonction des

concentrations
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Figure.l.43.L’absorbance de complexe en phase liquide (PC:HP-$-CD:Fibre) en fonction des

concentrations
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Figure.l.44. L’absorbance de complexe en phase liquide (PC pur) en fonction des

concentrations
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Figure.1.45. L absorbance de complexe a 1’état solide (PC:5-CD Mw) en fonction des

concentrations
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Figure.l.46. L absorbance de complexe a 1’état solide (PC:-CD:FibreMw) en fonction des

concentrations.
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Figure.l.47. L absorbance de complexe a 1’état solide (PC:HP-5-CD Mw) en fonction des

concentrations
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Figure.1.48. L absorbance de complexe a 1’état solide (PC:HP-5-CD : Fibre Mw) en fonction
des concentrations
1.5.3. Calcul des pourcentages d’inhibitions
Les résultats ont été exprimés en pourcentage d’inhibition (1%) et ont été calculés a 1’aide de
la formule suivante :
1% = [(Ac — At)/Ac] x 100 @)

Ac : Absorbance du contrble négatif (sans extrait)

At : Absorbance du test effectué (en présence de I’extrait)

Les résultats des pourcentages d’inhibitions sont présentés dans le tableau.l.2
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Tableau.l.2. Activité anti radicalaire du PC et ses complexes d’inclusion.

PC) Concentration 2 1.4 1 0.2
(mL/mL)
1% 62.02 38.91 14.15 1.76
PC:5-CD (L) Concentration 2 1.6 1.4 1
(mL/mL)
1% 67.11 57.34 40.89 1.45
PC:p-CD:Fibre (L) Concentration 2 1 0.6 04
(mL/mL)
1% 51.51 49.32 44.64 35.17
PC:HP--CD (L) Concentration 2 1.4 0.6
(mL/mL)
1% 41.31 37.98 21.95
PC:HP-p-CD:Fibre(L) Concentration 2 1.8 1.6
(mL/mL)
1% 51.40 40.89 40.47
PC: p-CD Mw Concentration 5 3 1
(mg/mg)
1% 60.66 53.59 25.70
PC: p-CD:FibreMw Concentration 5 2 1
(mg/mg)
1% 52.96 41.62 10.92
PC:HP--CD Mw Concentration 5 3 1
(mg/mg)
1% 53.07 49.32 6.24
PC:HP-#-CD:FibreMw Concentration 5 2 1
(mg/mg)
1% 60.87 44.22 12.38
PC pur Concentration 0.2 0.1 0.05
(mg/mg)
1% 87.51 73.26 59.00

1.5.4. Calcul des concentrations efficaces I1Csg

La capacité antioxydante de nos différents composés est déterminée a partir des
concentrations inhibitrices 1Csp, paramétres couramment utilisés pour mesurer I’activité
antioxydante. L’ICsg a été définis comme la quantité d'antioxydant nécessaire de diminuer la
concentration de radicaux DPPH initiale de 50%. Une valeur faible d’ICsy correspond a une
activité antioxydante plus élevée de composé. Les ICso sont calculées graphiquement sont

résumes dans les histogrammes presentés ci-dessous.
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Figure.1.49. Histogramme des valeurs d’IC50 pour le PC et les complexes formé en phase

liquide

Il est clair que I’ICsq est inversement proportionnel a la capacité antioxydante d'un
composé, parce qu’il exprime la quantité d'antioxydant requise pour diminuer la concentration
du radical libre de 50%. Plus la valeur d’ICsq est petite, plus l'activité antioxydante d'un
composé est grande.

D’aprés la figure ci-dessus, 1’histogramme des valeurs des concentrations inhibitrices
ICso montre que I’ICsp de PC:f-CD:Fibre est inférieure a celle de 1’extrait PC, suivi parl’ICs
de I’extrait PC:f-CD, sachant que plus la valeur de ICsgest petite, plus 1’activité antioxydante
est importante, ceci a réveélé la haute capacité de piégeage de DPPH de la PC en présence de
S-CD et la fibre qui présente 1’activité antioxydante la plus élevée. Donc, on peut conclure
que la PC, constitue un excellent antioxydant naturel de substitution et 1’ajout de la 5-CD et la
fibre a augmenté son activité antioxydante. On peut constater aussi que notre extrait brut et
ses complexes sont capable de donner un effet inhibiteur important méme a de trés faibles
concentrations.

Concernant les complexes formés en phase solide, ils ont montré aussi une activité
antioxydante mais inférieure aux complexes formés en phase liquide et ¢a peut étre due au

rapport molaire qu’on a pris (figure.l.50)
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I C50 (mg/mg)

PC:BCD MO PC:BCD:Fibre MO PC:HPBCD MO PC:HPBCD:Fibre
MO

Figure.1.50. Histogramme des valeurs d’ICso pour les complexes forme par MO

1.6.Activité biologique
1.6.1. Présentation des souches bacteriennes
Nous avons étudié le pouvoir antibactérien des extraits précédents sur les espéces suivantes :
v’ Escherichia coli Escherich ATCC 25922.
v’ Staphylococcus aureus Rosenbach ATCC 25923.
v" Pseudomonas aerogenosa Migula ATCC 27853.
1.6.1.1. Escherichia coli
Escherichia coli reste I'une des causes les plus fréquentes de plusieurs infections bactériennes
courantes chez les humains et les animaux. E. coli est la principale cause d'entérite, d'infection
des voies urinaires et dautres infections cliniques. La prévalence des souches E.Coli
multirésistantes augmente dans le monde principalement en raison de la propagation
d'éléments génétiques mobiles, la propagation de la résistance chez E. coli est un probléme de

santé publique croissant dans les pays européens [11].
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Figure.l.51. Escherichia coli[12]
1.6.1.2. Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus est une bactérie gram-positive qui provoque une grande variété de
maladies cliniques. Les infections causées par cet agent pathogéne sont courantes a la fois
dans les milieux communautaires et hospitaliers. Le traitement reste difficile en raison de
I'émergence de souches multi-résistantes telles que le SARM (Staphylococcus aureus résistant

4 la méthicilline) [13].

Figure.l.52. Staphylococcus aureus [14]
1.6.1.3. Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonasaeruginosa est une bactérie omniprésente dans l'environnement qui provoque
des infections humaines opportunistes. Un grand nombre de voies métaboliques et de genes
régulateurs rendent cette bactérie hautement adaptative a diverses conditions de croissance. Sa
polyvalence nutritionnelle, son grand nombre de facteurs de virulence et sa résistance élevée
aux antibiotiques rendent cette bactérie extrémement difficile a éradiquer des individus

infectés, en particulier des infections pulmonaires des patients atteints de mucoviscidose [15].

-~ f

Figure.l.53. Pseudomonas aeruginosa [16]
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1.6.2. Mode opératoire

L'activité antimicrobienne des extraits de Spirulina platensis par la méthode de diffusion sur

disque a éte réalisee selon le protocole proposé [17]:

v

Trois colonies bien isolées furent prélevées et émulsionnées dans une solution saline
dans un tube & essai, ensuite des dilutions ont été faites afin de standardiser la

suspension bactérienne.

La suspension bactérienne préparée a été coulée a l'aide d'un coton-tige stérile sur le milieu de

culture gélose de Muller Hinton (MH) puis. Incuber a 37°C pendant 24 heures

v
v

Préparer des différentes concentrations de I'extrait (0.5-50 mg/ml).

Ensemencer I'inoculum (turbidité ajustée a 0.5 McFarland) en surface par coton tige et
laisser sécher les boites pendant cing minutes.

Imprégner des disques stériles de 7 mm par 20 pl de chaque extrait préalablement,
solubilisé avec le DMSO 10% avec déférent concentration (0.5-50 mg/mL).

Déposer les disques a la surface du milieu de culture & l'aide d'une pince stérile et
presser doucement pour assurer leur contact avec la surface de milieu.

Déposer les disques d'antibiotique et de DMSO (témoin) a la surface du milieu de
culture a l'aide d'une pince stérile et presser doucement pour assurer leur contact avec
la surface de milieu.

Incuber a 37°C a I’abri de la lumiére pendant 24 heures.
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1.6.3. Lecture du résultat
Tableau.l.3. Résultats de I’activité antibactérienne par la PC et ses complexes et matrices en

phase liquide et solide

L’extrait et les complexes a Diamétre de zone d’inhibition (mm)
différents concentrations en Escherichia Pseudomonas Staphylococcus
(mg/mL) Coli aeruginosa Aureus
Co: - 19mm 9mm
C1:20 - 10mm 8mm
PC Cs:15 - 11mm -
C4:10 - 11mm -
Cs:8 - - -
Ce: - - 8mm
PC:5-CD C7:20 - - 9mm
(liquide) Cs:15 - - -
Cy:10 - - -
C10:8 = = =
Cu: - 10mm 11mm
PC:p-CD:Fibre C12:20 - 9mm 9mm
(liquide) Ci3:15 - - -
C14:10 = = =
C15:8 - - -
Cor: 10mm 8mm 10mm
PC:HP g-CD:Fibre C2:20 8mm 8mm 10mm
(liquide) Co3:15 - - -
Co4:10 - - -
Cy:8 = = =
Cs5':200 - 15mm 12mm
PC:p-CD:Fibre Cs":150 - 14mm -
(solide) C;":100 - - -
Cg":50 - - -
Cy":25 - - -
C10":200 - 8mm -
PC:HP g-CD C11":150 - 8mm -
(solide) C12":100 - 6mm -
C13":50 - 7mm -
C14":25 - 7mm -
C45":200 - - 8mm
PC:HP g-CD:Fibre C16":150 - - -
(solide) C47":100 - - -
C15":50 = = =
C19":25 - - -
- non sensible
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Figure.1.55. Activité antimicrobienne d'extraits avec la souche Escherichia coli.
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Figure.1.56. Activité antimicrobienne d'extraits avec la souche Staphylococcus aureus.

1.6.4. Discussion

L'efficacité antibactérienne des extraits sélectifs et bruts a été réalisée a été évaluée en
mesurant le diameétre d’halo d’inhibition. Les résultats obtenus et représentés sur les figures
(1.54-56), d’apres le tableau ci-dessus, les résultats des diamétres des zones d’inhibition
révélent que :

» Les intervalles d’inhibition de PC varient entre : (10-19mm) pour Pseudomonas
aeruginosa et (08-09mm) pour Staphylococcus aureus, et aucun effet contre la
bactérie souche Escherichia coli.

» Les intervalles d’inhibition du complexe PC:£-CD (liquide) varient entre : (08-
09mm) pour Staphylococcus aureus, et aucun effet contre la bactérie souche
Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli.

> Les intervalles d’inhibition du complexe PC:5-CD:Fibre (liquide) varient entre :
(09-10mm) pour Pseudomonas aeruginosa et (09-11mm) pour Staphylococcus
aureus, et aucun effet contre la bactérie souche Escherichia coli.

» Les intervalles d’inhibition du complexePC:HP S-CD:Fibre (liquide) varient entre :
(08-10mm) pour Escherichia Coli, (08mm) pour Pseudomonas aeruginosa et
(20mm) pour Staphylococcus aureus.
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>

D’apres

Les intervalles d’inhibition du complexe PC:5-CD:Fibre (solide) varient entre : (14-
15mm) pour Pseudomonas aeruginosa et (12mm) pour Staphylococcus aureus, et
aucun effet contre la bactérie souche Escherichia coli.

Les intervalles d’inhibition du complexePC:HP $-CD (solide) varient entre :
(06-08mm) pour Pseudomonas aeruginosa, et aucun effet contre la bactérie souche
Staphylococcus aureus etEscherichia coli.

Les intervalles d’inhibition du complexe PC:HP S-CD:Fibre (solide) il existe une
seul zone d’inhibition (8mm) de Staphylococcus aureus.

les diameétres des zones d’inhibition de la croissance bactérienne

induite par la PC et ses complexes, on conclut:

>

la PC exerce ’effet le plus important avec une zone d’inhibition qui atteint 19 mm
de diametre contre la souche Pseudomonas aeruginosa,

Moins d'activité sur le composant PC:HP-4-CD:Fibre (solide).

L'ajout de S-CD a montré une activité modérée sur le complexe PC:f-CD(liquide)
contre la souche Staphylococcus aureus.

I'ajout de HP-4-CD a montré une activité modérée contre la souche bactérienne
Pseudomonas aeruginosa avec différentes concentrations.

le composé PC et HP-4-CD et fibre (liquide) a montré une activité contre toutes les
souches bactériennes a des concentrations élevées ; contrairement au composé a
I'état solide, il n'a pas présenté d'activité efficace sauf contre la souche
Staphylococcus aureus.

alors que le composé PC:5-CD:Fibre a 1'état solide et a 1’état liquide a fourni une
activité modérée contre la souche Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus
aureus.

Toutes les souches n‘ont montré aucun effet contre la souche pathogéne d'E. coli a
I'exception de PC : HP-4-CD (liquide), ou la souche a été inhibée.

Nous concluons que le composé la matrice (PC:HPS-CD:fibre) (liquide) est le plus

actif et le plus efficace contre les trois souches.

1.7. Conclusion

Dans ce chapitre nous avons concentré nos travaux sur les méthodes d'extraction de la

PC (Extraction par macération dans le mélange glycérol/Eau), aussi bien que les parameétres

physiques et chimiques (pH, température et lumiére naturelle et lumiere forcée) susceptibles

d'influencer la stabilité du PC.
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D'aprés les résultats et les données obtenus, nous concluons que la PC est plus stable au
pH=7 et a la température 40°C, Quant a I'effet de la lumiére, nous avons remarqué que la
combinaison du S-CD et/ou du HP-5-CD et la fibre peut protéger la dégradation et le
changement de couleur de la PC pour une période dépasse le mois. Pour la dégradation forceée,
I’absorbance est stable en présence de la S-CD et de la fibre. Et nous avons aussi formé des
complexes d’inclusion par mélange physique, malaxage, Micro-ondes, Ultrasons en présence
de la p-CD et/ou HP-4-CD et de la fibre, les résultats ont montré que 1’ajout de la -CD a
amélioré la stabilité de la PC et d’une fagon importante lors de I’ajout de la fibre.

Concernant les résultats de l'activité antioxydante, ont montré des valeurs et une
efficacité significatives de cet extrait et ses complexes et matrices ; d’apreés les résultats de
I'activité antibactérienne nous concluons que la matrice (PC:HP-g-CD:fibre) (liquide) est la

plus active et la plus efficace contre les trois souches (E.coli, P. aerogenosa , S. aureus).
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Conclusion générale

Depuis la nuit des temps, il existe sur terre une source nutritionnelle et thérapeutique
naturelle sans égale. Richesse protéique, acides aminés essentiels, acides gras essentiels,
complexes vitaminiques multiples, fer biodisponible, activités antioxydantes, anti
inflammatoires, anticancéreuses, antivirales, immunomodulatrices, tout ceci condense dans
une simple algue bleue microscopique nommeée Spirulina platensis.

Dans la premiere partie nous avons décrit tous les aspects biologiques de la Spiruline
(morphologique, taxonomique, cycle biologique, écologique et enfin la composition chimique
de la Spiruline). Cette description nous a permis de constater la grande plasticité
morphologique et son adaptation exceptionnelle dans des milieux trés variés et surtout
hostiles (température, lumiére, pH et salinité élevées).

Dans la deuxieme partie nous avons étudié des molécules présentes dans le
phycobilisome des microalgues, dont la PC, qui a suscité le plus d’intérét, en raison de son
caractere hydrophile, non-toxique, ainsi que son large spectre d’activités biologiques et
pharmacologiques. Bien que la PC ait, déja, montré un grand potentiel d’utilisation, une partie
de ce potentiel bioactif n'est, certainement, pas encore totalement exploité, en raison des
limitations rencontrées lors de sa production et sa purification combinées aux limitations liées
a son caractere thermosensible. Ce mémoire vise a discuter des propriétés et applications de
base et modernes du PC. En outre, les méthodes d'extractions et la stabilité de la PC sont
discutés, le but de ce travail était d'apporter I'état de I'art des méthodes d'extraction PC, aussi
bien que paramétres physiques et chimiques (pH, température et lumiére) susceptibles
d'influencer la stabilité du PC. La PC est plus stable au pH variant de 5 a 7,5 et a la
température 40°C, en raison de la variété des méthodes de séparation de la PC, ceci étre
moins stable et pure, c'est pourquoi du la S-CD et la fibre ont été ajouté, c'est ce dont nous
avons parlé dans la troisiéme partie, les résultats ont montré que 1’ajout de la 5-CD a amelioré
la stabilité de la PC et d’une fagon importante lors de I’ajout de la fibre. Par conséquent, une
enquéte plus approfondie peut se concentrer sur I'évaluation de nouvelles molécules, afin de
mieux comprendre le comportement de PC sous différentes conditions de traitement et
stratégies de conception pour augmenter les applications de PC dans les formulations
alimentaires. Concernant les résultats de l'activité antioxydante ont montré des valeurs et une
efficacité significatives de cet extrait et ses complexes etmatrices ; d’aprés les résultats de
I'activité antibactérienne nous concluons que la matrice (PC:HP--CD:fibre) (liquide) est la
plus active et la plus efficace contre les trois souches (E.coli, P. aerogenosa ,S. aureus).Et
alors, d’apres cette étude la PC et la matrice a base de fibre posséde une activité biologique

importante qui permet de lui conférer une valeur nutritionnelle et pharmacologique.
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Conclusion générale

L’ouvre des perspectives pour étre un médicament, un déjeuner et un traitement future
réussis et répandus, pour prévenir l'apparition de maladies comme les maladies
cardiovasculaires, les cancers ou les infections virales, mais aussi pour réduire les effets
secondaires des traitements pharmacologiques lourds comme les antinéoplasiques. La
Spirulina platensis apparait comme I'aliment santé de demain. Au vu de tous ces éléments,
I'algue bleue semble donner tout son sens au célebre aphorisme d'Hippocrate : « Que ta

nourriture soit ton médicament ».
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Résumé

L’algue bleue vert Arthrospira platensis communément appelée spiruline est cultivée et
commercialisée dans le monde sous différentes souches et formes, largement connue dans le domaine
nutritionnel et thérapeutique en raison de sa richesse en éléments nutritifs principalement les protéines
ainsi qu’une large gamme de composés bioactifs a propriétés fonctionnelles antioxydanntes. Nos
travaux ont porté principalement sur I'étude des propriétés distinctives de la phycocyanine (PC), (anti-
oxydantes, anti antibactérienne). En raison de ses propriétés, la PC est considérée comme étant une
biomolécule hautement exploitable en industrie et ses applications biotechnologiques. Ce travail vise a
discuter les méthodes d'extractions, aussi bien que les parametres physiques et chimiques (pH,
température et lumiére) susceptibles d'influencer la stabilité du PC (en présence de la f-CD et/ou g-CD
et une fibre). Les résultats ont montré que 1’ajout de la S-CD a amélior¢ la stabilité de la PC et d’une
fagon importante lors de I’ajout de la fibre. Les résultats de I'activité antioxydante ont montré des
valeurs et une efficacité significatives de cet extrait et ses complexes et matrices ; d’aprés les résultats
de l'activité antibactérienne nous concluons que la matrice (PC:HP-B-CD:fibre) (a 1’état liquide) est la
plus active et la plus efficace contre les trois souches (Escherichia coli, Pseudomonas aerogenosa,
Staphylococcus aureus).Et alors, d’aprés cette étude la PC et la matrice a base de fibre possede une
activité biologique importante qui permet de lui conférer une valeur nutritionnelle et pharmacologique.
Ce qui ouvre des perspectives pour étre un médicament, un déjeuner et un traitement futur réussis et
répandus.

Mots clés: Arthrospira platensis, spiruline, phycocyanine, méthode d'extraction, culture, stabilité.

Abstract

The blue-green algae Arthrospira platensis commonly known as spirulina is cultivated and marketed
worldwide in different strains and forms, widely known in the nutritional and therapeutic field due to
its richness in nutrients mainly proteins as well as a wide range of compounds bioactives with
antioxidant functional properties. Our work has mainly focused on the study of the distinctive
properties of phycocyanin (anti-oxidant, anti-antibacterial). Because of its properties, PC is considered
to be a highly exploitable biomolecule in industry and its biotechnological applications. This work
aims to discuss the extraction methods, as well as the physical and chemical parameters (pH,
temperature and light) likely to influence the stability of PC (in the presence of -CD and/or -CD and
a fiber). The results showed that the addition of £-CD improved the stability of PC and significantly
when adding fiber. Antioxidant activity results showed significant values and efficacy of this extract
and its complexes and matrices; from the results of the antibacterial activity we conclude that the
matrix (PC:HP-£-CD:fiber) (liquid) is the most active and the most effective against the three strains
(Escherichia coli, Pseudomonas aerogenosa, Staphylococcus aureus).And then, according to this
study, the phycocyanin and the fiber-based matrix have an important biological activity which makes
it possible to confer on it a nutritional and pharmacological value. This opens prospects to be a
successful and widespread medicine, lunch and future treatment.

Keywords: Arthrospira platensis, spirulina, phycocyanin, extraction method, culture, stability
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