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Résumé

Les algues sont une source potentiellement riche en métabolites parmi lesquels on retrouve les

protéines, les lipides, les antioxydants comme les polyphénols.

Le présent travail s’oriente vers une voie de valorisation trés peu exploitée en Algérie. Il a
pour objectif principal a I'étude de caractérisation des quelque éléments biochimiques ainsi
que de la contamination métallique par trois métaux trace a savoir le Zinc, le Cuivre et le
Plomb, au niveau de 1’algue brune Cystoseira stricta sp de la cote ouest algérienne.

Les résultats indiquent un rendement élevé en extrait brut (8,8%). Par ailleurs, 1’algue brune
Cystoseira stricta sp se caractérise par un taux important en polyphénols totaux ( 5,43
mMgEAG/g MS).

L'étude du pouvoir antioxydant par deux méthodes, le piégeage du radical DPPH, et la
quantification de la capacité antioxydante totale, révéle la présence de propriétés
antioxydantes pour I’extrait étudié.

L’évaluation de I'échantillon démontre que I'algue brune étudiée est pauvre en lipides dont la
teneur est évaluée a (4%).

Sur la base de ’analyse chimique, les algues présentent 1’avantage d’étre riches en protéines
et en cendres brutes dont les teneurs est de I’ordre de (21%) et (19,4%) respectivement.
Concernant la contamination métallique, notre algue affiche des teneurs plus important en
zinc suivi du cuivre puis du plomb, cependant ces taux reste relativement discutable vue la
période courte de notre échantillonnage.

L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premiere étape dans la
recherche de substances naturelles biologiquement actives a partir d’algues marines. Des
études complémentaires a long terme doivent étre envisagées pour confirmer la bio-activité

des algues marines ainsi que leur pouvoir bio-accumulateur.

Mots clés : Algue brune, Cystoseira stricta, EIéments nutritifs, Contamination métallique,

Toxicité, Pouvoir antioxydant.



Abstract

Algae are a potentially rich source of metabolites including proteins, lipids, anti-oxidants such
as poly-phenols.

The present work is moving to wards an evaluation way that is very exploited in Algeria. Its
main objective is the study of the characterization of some bio-chemical elements as well as
the metallic contamination by three trace metals namely Zinc, Copper and Lead, at the level
of the brown alga Cystoseira stricta sp of the west coast Algerian.

The result sindicate a high yield of crude extract (8.8%). In addition, the brown alga
Cystoseira stricta sp is characterized by a high level of total poly-phenols (5.43 mg EAG /g
DM).

The study of the antioxidant power by two methods, the trapping of the radical DPPH, and the
quantification of the total antioxidant capacity, reveals the presence of antioxidant properties
for the studied extract.

The evaluation of the sample shows that the brown alga studied is low in lipids whose content
is evaluated at (4%).

On the basis of the chemical analysis, the algae have the advantage of being rich in proteins
and rawash whose contents are of the order of (21%) and (19.4%) respectively.

Regarding the metal contamination, our alga has higher levels of zinc followed by copper and
lead, however these rates remain relatively questionable given the short period of our
sampling.

All these results obtained in vitro are only a first step in the search for biologically active
natural substances from marine algae. So for futur long-term studies should be considered to

confirm the bioactivity of marine algae and their bioaccumulation potential.

Key words : Brown algae, Cystoseira stricta, Nutritional elements, Metal contamination,

Toxicity, Antioxidant power.
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Liste des abréviations

% : Pourcentage.

°C : Degré Celsius.

Mg : Microgramme.

pl = Microlitre.

pum : Micrométre.

Cart : caroténoide.

CaSOs : Sulfate de calcium.
CHla : chlorophylle a.

CHlIb : chlorophylle b.

C.stricta : Cystoseira stricta.
CT : Cendres totales.

DL : Dose de létalite.

DMSO : Diméthylsulfoxyde.
DO : Densité optique.

DPPH : Radical 2.2 diphényle-I-picrylhydrazyl.
EAG : Equivalent d’acide gallique.
EM : Eau de mer.

g : Gramme.

g/l : Gramme/Litre.

h : Heure.

IC50 : Concentration permettant d'inhiber 50 % du radical DPPH.
Km: Kilométre.

K2SOa4 : Sulfate de potassium.
Mg : Milligramme.

Mg/l : Milligramme/Litre.
Mg/ml : Milligramme/Millilitre.
min : Minute.

ml : Millilitre.

mm : Millimétre.

MS : Matiere seche.

N : Azote.



NaCl : Chlorure de sodium.

NaOH : Hydroxyde de sodium.

NHs : Ammoniac.

(NHa4)2SO4 : Sulfate d'ammonium.

nm : Nanometre.

pH : Potentiel d’hydrogéne.

ppm : Partie par million.

PS : Poids sec.

SAA : Spectrophotométrie d’ Absorption Atomique a flamme.

V : Volume.
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Introduction

Selon Mayer et Hamann, 2005, les océans représentent 70% de la surface terrestre
contiennent environ 200 000 especes dont les plantes, les animaux et les micro-organismes,
d’ou leur étude intensive suggére que c’est une source riche en composés bioactifs et diverses
actions biologiques étaient signalés, tels que : antimicrobien, anti-inflammatoire,

anticoagulant, antiviraux, anticancéreux, entre autres (Blunt et al, 2006).

Parmi ces organismes marins, les algues, le plus souvent fixées sur un substrat, élaborent des
défenses chimiques pour empécher leur colonisation par d'autres especes, y compris les
micro-organismes (Paul et Fenical, 1987 ; Steinberg et Schneider, 1997) ; Ce sont des
végétaux beaucoup moins connues que les plantes terrestres. Elles occupent en grande partie
les milieux aquatiques, en particulier marins et sous-marins (Person et al, 2010). Environ
6000 especes d'algues ont eté identifiées et sont regroupées en différentes catégories a savoir

les algues vertes (Chlorophytes), brunes (Phéophytes) et rouges (Rhodophytes).

Les algues marines sont utilisées dans le monde depuis des millénaires par les populations
littorales pour leurs hautes valeurs nutritives. En effet, elles ont des potentialités
nutritionnelles tres riches. Ceci se justifie par: la présence d’une fraction minérale variée et
abondante, qui constitue un apport important de macroéléments et oligoéléments, des
protéines en quantités non négligeables, en général bien équilibrées en acides aminés, un
contenu vitaminique varié ou la plupart des vitamines sont représentées, une fraction lipidique
faible mais, cependant, dans certaines espéces riche en acides gras polyinsaturés et un contenu
en fibres ayant des structures variées et originales différentes des fibres des végétaux

terrestres.

De ce fait, la valorisation de la biomasse algale est devenue une application importante dans
certains pays en tant que complément en alimentation animale en aquaculture et en
alimentation des ruminants. Arieli et al. (1993) ont montré que 1’algue verte Ulva lactuca est
un complément alimentaire intéressant pour les moutons mais pas pour les volailles. Ventura
et Castanon. (1998) ont affirmé qu’il s’agit d’un substrat de qualit¢é moyenne pour les
chévres avec une haute teneur en protéines. Hansen et al. (2003) ont estimé que les algues
Laminaria digitata et Laminaria hyperborea peuvent étre utilisees comme source alternative
dans I’alimentation des petits ruminants sous certaines conditions. Rjiba Ktita et al. (2010)
ont conclu que les algues Ruppia maritima et Chaetomorpha linum, peuvent étre utilisées

comme aliment de remplacement pour les agneaux, particulierement en période de sécheresse.

-



Introduction

Les produits naturels des algues sont étudiés aussi comme bio-indicateur de leur milieu via
leurs capacité de bioconcentration de diverse substances dissoutes dans leur biotope ; mais
aussi bien dans le but de rechercher de nouvelles substances de valeur industrielle, pour la
connaissance de leur role écologique et comme outil puissant dans I'établissement des limites
taxonomiques des especes. lls sont citées utiles comme matiére premiere pour des produits
tels que les médicaments, les carburants, les cosmétiques, dans la composition de I'emballage
des capsules de médicaments et comme additifs dans I'industrie alimentaire (Teixeira et al,
2014).

D’autre part, les premiers intéressés a vérifier l'activité anti-oxydante des algues étaient les
japonais dans le but d'obtenir de nouveaux additifs antioxydants les aliments a la place des
antioxydants synthétiques ; les études de Rocha, et al, 2007 se sont intéressé au mécanisme
antioxydant présent dans les algues et ont établi que malgré la teneur élevée en acides gras
polyinsaturés, de nombreuses algues séchées stocké pendant de longues périodes sont sans

danger de détérioration oxydative.

L’objectif de ce mémoire est de contribuer a I'étude de quelques aspects nutritionnels d’une
algue brune marine Cystoseira stricta sp de la plage de khadra (sidi adjale, Mostaganem), qui
sera utilisé comme espece bio-indicatrice pour évaluer la contamination métallique de son
biotope et enfin de recueillir quelques données sur les activités antioxydants par la méthode

de la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical DPPH.

Ce travail est partagé en trois parties :

» Une recherche bibliographique résumée dans le premier chapitre qui se divise lui-
méme en deux parties comprenant des généralités sur les algues et plus
distinctivement 1’algue brune Cystoseira stricta et quelques notions de sa
bioconcentration des Xénobiotique visé lors de notre évaluation de la contamination
métallique, ensuite on a étalé la biologie de 1’Artémia salina qui est notre organisme
testé durant notre expérience.

» Dans la deuxiéme partie, nous exposons le différent matériel et les méthodes utilisées
pour 1’étude biochimique ainsi que 1’évaluation de 1’effet de I’extrait algal.

» La troisieéme partie relate I’interprétation et la discussion des résultats obtenus, suivie

par une conclusion.

-
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Chapitre | Synthese bibliographique

Partie | : Généralités sur les algues marines

I.1. Définition

Les algues sont des organismes aquatiques primitifs qui vivent naturellement dans nos plans
d'eau, elles sont capables de produire leur propre matiére organique par photosynthése
(Rivard-Sirois, 2005). Dépourvues de racines, de tiges et de feuilles, mais possédant de la
chlorophylle ainsi que d'autres pigments accessoires pour réaliser la photosynthése
productrice d'oxygene. La plupart des algues se développent en milieu aquatique d'eau douce,
saline ou saumatre, sur des rochers humides, ou sur un sol mouillé mais certaines sont
terrestres et sont capables de se développer sur le sol ou sur le tronc des arbres (Michel,
2000).

1.2. Les grands groupes des algues marines

En général, le terme algue fusionne quatre grands groupes qui sont différenciées par rapport a
la couleur, Chaque groupe contient des classes, qui elle-méme contient des centaines
d’espéces (Garon-Lardiere, 2004).

1.2.1. Les algues vertes (Chlorophycées)

Elles sont de formes trés variées, uni-ou pluricellulaires. Leurs plastes sont colorés en vert par
les chlorophylles a et b, auxquelles sont associés des caroténes et des xanthophylles.
La photosynthése permet la formation d'amidon, comme pour les plantes supérieures, la
plupart des algues vertes vivent en eau douce ou en milieux marins, mais certaines
especes peuvent également se développer sur terre. Elles jouent un réle important dans

I'oxygénation des eaux, favorisant ainsi la vie animale (Garon-Lardiere, 2004).




Chapitre | Synthese bibliographique

1.2.2. Les algues brunes (Phéophycées)

La couleur brune de ces algues résulte de la dominance du pigment xanthophylle, la
fucoxanthine, qui masque les autres pigments (chlorophylle a et c, ainsi que le béta-
carotene). Toutes possedent une structure pluricellulaire, mais leurs dimensions varient
depuis les éléments microscopiques jusqu'aux trés grands spécimens. La grande majorité

des algues brunes sont marines (Garon-Lardiere, 2004).
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Figure 2 : Cystoseira crinita (algue brune)
1.2.3. Les algues rouges (Rhodophycées)

Les rhodophycées ou algues rouges forment un groupe trés diversifié. Ces algues doivent
leur couleur a la présence de plastes roses dans lesquels un pigment rouge, la phycoérythrine,
est associé a plusieurs autres pigments dont les chlorophylles. La plupart de ces algues
rouges sont pluricellulaires et marines, mais il existe quelques formes unicellulaires et
quelgues-unes vivent également en eau douce. Les algues rouges sont divisées en deux
groupes: celui des Bangiophycées (qualifiées de primitives) et celui des Floridéophycées
(plus complexes) . Elles se distinguent généralement par leur cycle de reproduction

particulierement complexe (Garon-Lardiere, 2004).
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Figure 3 : Asparagopsis armata (algue rouge)
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1.2.4. Les Cyanobactéries
Les cyanobactéries ou les algues bleues sont constituées des colonies de taille, de forme et de

couleur tres variables. Comme les algues rouges, elles posseédent des pigments surnuméraires
bleus (Phycocyanines) et rouges (Phycoérythrines) qui masquent la chlorophylle a. En dépit
de leur nom ancien d’algues bleues, elles sont rarement bleues mais plus souvent rouges,
vertes avec des reflets bleutés, violets, bruns, jaunes ou orangés. La plupart d’entre elles ont

une consistance gélatineuse voire gluante en raison des mucilages qu’elles sécrétent (Garon-

Lardiere, 2004).

Figure 4 : Peyssonnelia capensis (algue bleue)

1.3. Facteurs de répartition des algues

Les algues sont liées a 1’eau et peuvent des lors s’installer dans tous les types d’habitat
suffisamment humides et éclairés. On peut les retrouver en eau douce, en mer, sur sol humide
et méme sur la neige. Les algues étant photosynthétiques, elles sont dépendantes de la
présence de la lumiére. Aussi, les algues nécessitent d’étre fixées a un substrat, par
conséquent, la texture, le degré de cohésion et la nature chimique du substrat ont une

importance sur la répartition spatiale des espéeces (F. Gevaert, 2001).
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Figure 5 : Distribution des algues selon I'intensité lumineuse (Leclerc, 2010).
1.4. Reproduction des algues

Dans de trés nombreux cas, la reproduction des algues s’effectue par multiplication
végétative. Il s’agit d'une multiplication sexuée qui consiste en la division d’une cellule
isolée (cas des algues bleues), soit en une fragmentation de thalle aboutissant a la
formation de plusieurs organismes identiques. Elle est souvent réalisée par la formation de
cellules spécialisées : les spores. Les algues eucaryotes réalisent en plus une reproduction
sexuée au cours de laquelle l'union de deux cellules reproductrices, ou gametes, produit
un ceuf, ou zygote. La reproduction des algues se déroule ainsi selon une alternance de
phases de reproduction asexuée assurée par les thalles (sporophytes),et de phases de
reproduction sexuee,
(Garon-Lardiere, 2004).

assurée par des thalles producteurs de gameétes (gamétophytes)

1.5. Caractéristiques nutritionnelles des macro-algues

1.5.1. Composition chimique

Les algues ont des potentialités nutritionnelles trés riches, ceci se justifie par: la présence
d’une fraction minérale variée et abondante qui constitue un apport important de
macroéléments et oligoéléments, par la présence de protéines en générale bien équilibrées en
acides aminés et présentes en quantités non négligeables dans certaines especes, par un
contenu vitaminique varié ou la plupart des vitamines sont représentées, par une fraction

lipidique faible mais cependant, dans certaines especes riche en acides gras polyinsatures et

vl
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enfin par leur contenu en fibres ayant des structures variées et originales différentes des fibres

des végétaux terrestres.

La composition chimique des macro-algues marines varie suivant plusieurs facteurs :
I’espece, le stade de maturité, I’habitat naturel et les conditions environnementales

(Kaimoussi et al, 2004 ; Ortiz et al, 2006)

» La fraction minérale
» Les polysaccharides
» Les protéines
» Les lipides
» Les vitamines :
=  Vitamine B12
»  Vitamine C
= Vitamine E
» Les caroténoides
» Les polyphénols

> Les tanins

1.6. Applications des algues marines

Il existe plusieurs domaines économiques qui font appel a des algues ou a des phycocolloides.
Elles présentent actuellement une source nutritionnelle et un produit a valeur montante,
surtout en Asie ou elles sont utilisées directement comme aliments, ou indirectement surtout
par I'industrie de phycocolloides (agars et alginates). Elles sont utilisées en agriculture
comme engrais et fourrage, dans 1’industrie alimentaire et pharmaceutique, dans le textile, et

dans bien d’autres domaines (Chopin, 1997).

1.6.1. En alimentation animale

Sur de longues périodes, les animaux (ovins, bovins et équidés) qui vivaient en zones cotieres
consommaient des macro-algues brunes, surtout dans les pays ou celles-ci étaient rejetées sur
le rivage, d’ailleurs 1’algue rouge Palmaria palmata était appelée « goémon a vache ». Les
premiers essais de supplémentassions de la ration alimentaire d’animaux d’élevage ont fait
apparaitre une bonne acceptabilité, une bonne digestibilité et une bonne assimilation des

algues.

W
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Aujourd’hui, la disponibilit¢ de macro-algues pour animaux s’est accentuée avec la
production de farines. Les macro-algues utilisées en alimentation comme Ascophylum
nodosum et Laminaria digitata raichement coupées, sont broyées en fines particules et
séchées. Leurs analyses ont montrées qu’elles contenaient des quantités importantes de
minéraux, oligoéléments et vitamines. Les oligo-éléments qui sont des éléments essentiels
requis pour les mammiféres a de petites quantités tels que le fer, le zinc, cobalt, chrome,
molybdeéne, nickel, fluor et iode (Chouikhi, 2013).

Leurs avantages :

e Augmentent la teneur en iode des volailles et des ceufs.

e Augmentent la production laitiere chez les vaches de 6,8% a 13%.

e Les brebis nourries aux macro-algues maintiennent leur poids beaucoup mieux durant
la période hivernale et donnent une plus grande production de laine.

e Stimulent le systtme immunitaire de certains animaux.

e En aquaculture, la nourriture habituellement se compose de déchets de viande et de
poissons melangés avec des additifs secs contenant des nutriments supplémentaires
(macro-algues), pour former une masse pateuse servant a la préparation des granulés.

e L’addition de macro algues leur permet de ne pas se désagréger ou de se dissoudre.

1.6.2. En alimentation humaine

Les algues sont consommées en Asie depuis I’aube de I’humanité. En Occident, cette
consommation directe d’algues est plus marginale et plus récente.  Elles ont été récemment
approuveées pour une consommation humaine (comme légumes et condiments), ouvrant ainsi
de nouvelles opportunités pour 1’industrie agro-alimentaire (Mabeau et Fleurence, 1993).
Ces macro-algues contiennent des proté€ines, lipides, vitamines et minéraux et constituent
donc une source d’aliment précieuse (Sanchez-Machado et al, 2004 ; Noziah and Ching,
2000 ; Wong and Cheung, 2000). Environs 75% de la production d’algues produites
mondialement (8 millions de tonnes d’algues fraiches) est destinée a I’alimentation humaine
directe. Aujourd’hui, 14 macro-algues et micro-algues alimentaires sont autorisées a la vente

dans certains pays.

1.6.3. Dans P’industrie alimentaire
L’algue en alimentation fait cependant partie du quotidien de I’homme, mais de fagon
discréte, utilisée pour ses propriétés technologiques et ceci depuis le début des années

soixante.
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Agar et Alginate sont devenus des ingrédients incontournables de 1’industrie agroalimentaire
(Marfaing, 2004). Les algues rouges sont la source d’agar et de 1’agarose. Les genres
Gelidium, Gracilaria, Acanthoptelis et Pterocladia sont les principaux producteurs de ces
matériaux (Chouikhi, 2013). Le mucilage extrait a chaud de ces algues donne apres
purification, déshydratation et broyage la poudre d’agar-agar utilisée essentiellement pour
gélifier un grand nombre de produits alimentaires mais aussi les milieux de culture pour les

microorganismes ou les cultures in vitro (Chouikhi, 2013).

1.6.4. En agriculture

Depuis longtemps les populations littorales fertilisaient leurs terres a 1’aide macro-algues
surtout avec les grandes algues brunes qui sont recueillies généralement au niveau des plages,
puis lavées et coupées.

Les effets des macro-algues comme fertilisants différent selon ’algue utilisée. En général, ce
n’est pas di seulement aux composants chimiques de 1’algue et a la valeur nutritionnelle de
I’algue, mais aussi aux propriétés physiques des polysaccharides de 1’algue lesquels aident a
améliorer le structure du sol (Kim, 1970).

L’emploi des fertilisants naturels devrait permettre une diminution de la quantité d’engrais
chimiques et des traitements phytosanitaires classiques polluant le sol ou/et la récolte (Pérez,
1997).

1.6.5. Dans le domaine pharmaceutique et médical

Plusieurs composés chimiques isolés des macro-algues sont biologiquement actifs dont
certains possedent une activité pharmacologique efficace (Rorrer and Cheney, 2004). Une
étude sur I’isolement et la détermination de la structure chimique de nouveaux métabolites
secondaires pouvant présenter des activités biologiques a potentialités pharmacologiques a été
réalisée a partir de deux algues méditerranéennes Cystoseira crinita (Phéophycée) et Lyngbya

majuscula (Cyanophycée) (Praud, 1994).

Aujourd’hui, environ 4000 nouveaux metabolites ont été isolés a partir de divers organismes
marins et jusque dans les années 1990, ce sont les algues qui ont le plus intéressé les
chercheurs (Praud, 1994).

1.6.6. Dans la biotechnologie

Le processus biotechnologique des macro-algues marines a trois éléments : La cellule et le
développement de culture cellulaire, la conception de photo-bioréacteur, et I’identification des

stratégies pour obtenir la biosynthése de métabolites secondaires (synthése biomimétique)
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(Rorrer and Cheney, 2004). L’ingénierie biotechnologique (biomoléculaire) des macro-
algues marines pour la production de ces composés est un domaine nouveau émergeant de la
biotechnologie marine. Les Rhodophycées contiennent une protéine particuliere appelée
phycoérythrine (PE) qui est déja utilisée dans les applications biotechnologiques comme

colorant ou teinture dans des réactions d’immunofluorescence (Fleurence, 1999).
1.6.7. Dans le traitement des eaux usees

La technique dite de lagunage représente une alternative économique et efficace a des
systemes de traitement (les rejets des villes, de I’industrie, des fermes aquacoles, des
entreprises agricoles). La capacité des algues a absorber les nutriments issus d’élevages
piscicoles a été démontrée a partir de cultures d’algues en bassin (Cohen et Nori, 1991).
L’intérét de I’utilisation des macro-algues pour le traitement des eaux usées en eau salée a été
démontré des la fin des années 70 dans des mélanges d’eau usée et d’eau de mer (Guist et
Humm, 1976). De plus, la biomasse algale formée est potentiellement valorisable,
notamment pour 1’alimentation des poissons. Toutefois, les milieux riches en azote comme les
effluents des fermes piscicoles, ou les macro-algues sont utilisées comme bio-filtres, peuvent

augmenter leur teneur en protéines (Lahaye et al, 1991).
1.7. Biologie des algues brunes du genre Cystoseira

1.7.1. Présentation de la famille des Cystoseiracées

La famille des Cystoseiracées sont des algues brunes faisant partie de la classe des
phéophycées. Elle a été établie par Kutzing en 1843 et comprenait alors plusieurs genres :
Cystoseira, Halerica, Halidrys, Hormophysa, Phyllacantha, Pycnophycus (Bifurcaria) et
Treptacantha. Les trois genres Halerica, Phyllacantha et Treptacantha sont actuellement
rattachés au genre Cystoseira (sauf pour de rares especes). En 1962, Nizamuddin a regroupé
le plus grand nombre de genres de la famille Cystoseiraceae, d’ou il a déterminé 21 genres,
chacun contient un nombre variable d’espéces.

A la fin du 20éme siecle R.Valls et V.Amico ont apporté de nouveaux éclaircissements grace
a leurs études sur les dosages, les variations et les chimiotaxonomies des Cystoseiracees (R.
Valls et al, 1995). Ces travaux ont été complétés par plusieurs chercheurs : B. Banaigs et al,
1983 ; M. Fadli et al, 1991 ; A. abourriche et al, 1999 ; M. Daoudi.M et al, 2002 ; J.P.
Maréchal et al, 2004 ; A. Ortalo-Magné et al, 2005.
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Ainsi, une centaine de molécules bioactives ont été isolées. Malgré tous ces efforts, la famille
des Cystoseiracées demeure imparfaitement connue, les algologues éprouvent encore des

difficultés dans la sélection de critéres stirs pour I’identification de certaines espéces.
1.7.2. Position systématiques de la famille des Cystoseiraceae

De nos jours, tous les systématiciens admettent I’individualité des Cystoseiracées, toutes ces
macro-algues sont des Fucales possédant les particularités qui permettent de les distinguer
sans ambiguité. Les Cystoseiracées sont des algues brunes de I’embranchement de
Chromophytes, de la division des Péophycées et de I’ordre des Fucales. D’autre part, cette
famille constitue plusieurs genres comme nous avons décrit précédemment, et parmi ces

genres on trouve : Bifurcaria et Cystoseira (R. Valls, 1993).
1.7.3. Le genre Cystoseira

Les Cystoseira sont des algues buissonnantes, arborescentes, tres ramifiees, trés touffues,
souvent de grande taille (30 cm a 1 m ou 2 m) d’un aspect particulier et facilement
reconnaissable (Cf. Fig. 6), mais I’attribution de I’espéce est particulierement difficile (R.
Valls, 1993).

Les thalles des Cystoseira se composent de 3 parties :

e Un disque basal : plus au moins trapu peut donner naissance soit a une seule tige lisse
soit a plusieurs (plante cespiteuse). Il est fixé sur les fonds stables généralement
rocheux.

e Une tige : partie du thalle comprise entre le disque basal et les rameaux primaires,
généralement elle est cylindrique, la tige persiste durant toute la vie des Cystoseira, elle
est dite pérennante.

e Des rameaux primaires : Ils croisent au sommet de la tige et se présentent comme de

petites proliférations sur le bord ou un peu en dessus du sommet de la tige.

Certains Cystoseira sont remarquables par leur iridescente c’est a dire la belle coloration
verdatre ou bleuatre qui teinte les rameaux immergés (R. Valls, 1993). Les Cystoseira sont
vivaces mais la plus part presentent un temps de repos partiel et perdent leurs rameaux,

généralement en hiver,
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Figure 6 : Genre Cystoseira-cf.-amentacea var.Stricta
1.7.4. Le genre Cystoseira amentacea var. stricta
Noms vernaculaires : Cystoseire a chatons (anglais : catkin cystoseira).

1.7.4.1. Position systématique
Selon la classification linnéenne (Carl VVon Linné, 1758).

Regne Plantae

Sous-regne Chromobiota

Embranchement Ochrophyta

Classe Phaeophyceae

Ordre Fucales

Famille Cystoseiraceae

Genre / Espece Cystoseira amentacea var. stricta

1.7.4.2. Description

Algue souple a base encroutant et a plusieurs axes dressés (jusqu’a 15 cm de long); rameaux
primaires long (Cf. Fig. 7), souvent sinueux et couverts de ramules courts ( feuille); 20 a
40 cm de haut; réceptacles terminaux compacts et épineux. Toute 1’année, chute des rameaux
en automne ; biotope photophiles superficiels de mode battu, de 0 a 30 cm de profondeur
(Boudouresque et al, 1990 ; Pizzuto et al, 1995); localement en ceinture dense

(Boudouresque et al, 1992).
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ramenux "ouilifs”

Figure 7 : Cystoseira stricta : aspect général (a gauche), détail d’un rameau feuillé (a
droite) d’apres Feldmann (1938) et Delépine et al. (1987).

C. amentacea var. stricta est tres sensible a la pollution domestique, peut-étre principalement
aux détergents, l'espece a beaucoup régressé au voisinage de toutes les grandes
agglomérations ; en outre, cette espece est appréciée par plusieurs macro- herbivores, ce qui la
rend sensible au surpaturage (Bellan-Santini, 1966 ; Belsher et al, 1987; Boudouresque et
al, 1990; Verlaque, 1990).

1.7.4.3. Distribution
Endémique de la Méditerranée, plusieurs études ont signalé la présence de C. stricta plus
particulierement sur les cotes de la Méditerranée occidentale. On peut en citer par exemple :
e Espagne : cOtes de Catalogne (Pinedo et al, 2007), ile de Minorque (sales &
Balesteros, 2009).
e France : golfe du Lion (Sauvageau, 1912), Corce (Boudouresque et Perret-
Boudouresque, 1987), Cap-Croisette (Boudouresque, 2005), cotes Albéres (Thibaut
et al, 2005), cotes de la région « Provence-Alpes-Cote d’Azur » (Sunini et al, 2007).
e ltalie : région de Livorno (Cinelli, 1969), Sicile (Giaccone et al, 1985), Géne
(Mangialajo et al, 2008).
e Tunisie : I’espéce est mentionnée a la Galite (Feldmman, 1961) et a Korbous (Ben
Maiz, 1984), Archipel de Jalta (Omrane, 2009).
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e Algérie : elle a été signalée a EI Marsa (Sauvageau, 1912 ; Boudouresque, 1970a ;
1971b), El Kala (Grimes, 2005), Kristel (Tremblin et al, 1986 ; Hashem Khalil
Kawas, 2010) et a Cherchell et Tamenfoust (Seridi et al, 2007).

1.7.4.4. Ecologie

Cystoseira stricta est inféodeé a la frange infralittoral (du niveau 0 a 0,5-1m de profondeur), en
mode battu a trés battu (Molinier, 1960 ; Bellan-Santini, 1969 ; Cinelli, 1969 ;
Boudouresque, 1971b).

1.7.4.5. Menaces

L’espéce semble tres sensible a la pollution (sans doute en particulier aux détergents) et sa
disparition a été signalée autour des grandes agglomérations; en outre, elle est appréciée par
plusieurs macro-herbivores, ce qui la rend sensible au surpaturage (Bellan-Santini, 1966;
Belsher et al., 1987; Boudouresque et al.,1990; Verlaque, 1990).

Elle est d’ailleurs considérée comme un indicateur biologique trés précis d’eaux pures et
utilisée a ce titre (Bellan-Santini, 1966). Son aire de répartition relativement restreinte et
discontinue, le caractére trés localisé de ses peuplements la ou elle existe, et enfin sa
régression spectaculaire dans les secteurs pollués, conduisent a considérer cette espéce

comme vulnérable.
1.8. La toxicologie environnementale

In Encyclopedia Britanica, 2009, la toxicologie est un vaste domaine de rodage de la
biochimie, I’histologie, la pharmacologie, la pathologique et de nombreuses autres disciplines,
mais selon Baker, 2000, la toxicologie environnementale est I'étude qualitative et quantitative
des effets indésirables ou des effets toxiques des contaminants et d'autres matériaux d'origine
anthropique sur les organismes vivants ; Elle implique I'exposition d'un organisme ou un
systéme biologique a un facteur de stress afin de déterminer toute réponse (par exemple, la
toxicité) et / ou, dans le cas d'un produit chimique, 1’absorption de cette substance par les

tissus biologiques (bioaccumulation).
1.8.1. La toxicité par les métaux lourds

Les métaux lourds sont des éléments chimiques qui ont un poids spécifique au moins cing fois
celle de l'eau, et les plus souvent impliqués dans I'empoisonnement de I'homme sont : le

plomb, le mercure, l'arsenic et le cadmium.
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D’apres Fallon, 2006, certains d’entre eux, tels que le zinc, le cuivre, le chrome, le fer et le
manganese, sont requis par le corps en petites quantités, mais peuvent étre toxiques en grande
quantité. Cependant I'exposition a ces xéno-biotiques est potentiellement dangereux, en
particulier les composés métalliques qui n‘ont aucun role physiologique dans le métabolisme
cellulaire. Selon Abdulla et Chmielnicka, 1990, leur intégration dans I'eau ou des aliments

peut modifier le métabolisme d'autres éléments essentiels tels que Zn, Cu, Fe et Se.

Au cours des derniéres décennies, les concentrations des métaux lourds ont augmentés de
maniére significative, pour atteindre les niveaux les plus élevés (jusqu'a plusieurs
microgrammes par litre) dans les régions fortement peuplées, telles que le nord-ouest de la
mer Meéditerranée (Danovaro, 2003). La plupart des métaux lourds peuvent créer des
complexes avec les particules organiques, de sorte que leur accumulation dans les organismes
benthiques est généralement associée a la teneur en matiere organique (Dell’Anno et al.
2003).

La forme ionisée des métaux lourds est la forme toxique, mais selon Barbier et al, 2005 c’est
la forme divalente de ces métaux libérés a partir de ces complexes qui est responsable de la
toxicité cellulaire.

Généralement les métaux et leurs composés interférent avec les fonctions du systéme nerveux
central, le systeme hématopoiétique, le foie et les reins. Récemment, la plus grande attention
est donnée aux composés métalliques qui ont des effets toxiques a des faibles niveaux
d'expositions produisant ouvertement des signes et des symptomes cliniques et pathologiques
(Kalia et Flora, 2005).

1.8.2. La circulation des polluants dans la chaine alimentaire

Les populations denses de micro biote et les petits animaux habitants la couche de surface
aquatique sont la base d'une chaine alimentaire vaste (Hardy, 1991). Les matieres toxiques
peuvent s'accumuler dans les sediments et affecter les organismes qui y vivent, peuvent
s'accumuler en suite dans les poissons qui s'en nourrissent ; donc remonter dans les niveaux
trophiques et causer des problémes le long de la chaine alimentaire (Morgan et al, 2001 ;
Nsikak, 2008).

La bioaccumulation se produit quand une portion de métal est conservée par l'organisme.
Cependant, la biodisponibilité des métaux lourds, leur accumulation et leur toxicité pour le
biote aquatique dépendent essentiellement de nombreuses variables environnementales
(Pawlik-Skowro nska et Pawlik-Skowro nski, 2001 ; Pawlik-Skowro nska, 2002).
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Dans la mer et les eaux continentales, il existe des associations entre les algues et les
micropolluants métalliques (quand les métaux ne sont pas directement accumulés par les

algues, ils sont souvent complexes par leurs métabolites extracellulaires) (Garban, 1999)

Les principaux processus de contrdle des concentrations de la plupart des métaux semblent
étre l'adsorption sur les particules d'origines biologiques (Wangersky, 1986). Les ions
métalliques sont adsorbés d'abord a la surface des cellules par l'interaction entre les ions
métalliques et les groupes fonctionnels des métaux, tels que les carboxyles, les phosphates, les
hydroxyles, les amines, les soufres, les sulfures, les thiols... etc présents dans la paroi de la
cellule, puis ils pénétrent dans la membrane cellulaire et entrent a ’intérieur des cellules (Van
Ho et al, 2002 ; Zalups et Ahmad, 2003 ; Vijver et al, 2004 ; Wang et Chen, 2006) lorsque

leur concentration extracellulaire est plus élevées que la concentration intracellulaire.

D’autre part, plusieurs facteurs environnementaux comme le changement de la réactivité
chimique et de la spéciation des métaux lourds, influent non seulement sur la mobilisation, le
transport et la biodisponibilité, mais aussi sur la toxicité des ions des métaux lourds envers le
biote d'eau douce et des écosystemes marins. De ce fait et selon D'Itri, 2003, on résume les
facteurs influant sur la toxicité et la bioaccumulation des métaux lourds par les organismes

aquatiques comme suit :

1. Les caractéristiques chimiques de I'ion ;

2. Les conditions des solutions qui affectent la forme chimique (spéciation) de I'ion ;

3. La nature de la réaction, tels que la toxicité aigué, la bioaccumulation et les divers
types d'effets chroniques, etc.

4. La nature et I'état des animaux aquatiques tels que 1'age ou le stade de vie, I’espece ou

le niveau trophique dans la chaine alimentaire.
1.8.3. La toxicité des algues par les métaux lourds

En milieu aquatique, les algues sont connues pour leur capacité a fixer et accumuler les
éléments naturellement presents dans l'eau de mer, mais aussi les polluants tels que les
métaux lourds. Plusieurs études ont montré que la bioaccumulation des métaux lourds par les
algues peut étre un moyen de contréle de la pollution et de traitement des eaux usées (Philips,
1997).

Dans ce travail, nous avons pris en considération pour notre étude 1’algue brune Cystoseira
stricta sp comme bio-indicateur de la pollution marine par les metaux lourds.
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1.8.4. Caractéristiques de quelques métaux étudiés
1.8.4.1. Le cuivre

Le cuivre est I’un des métaux les plus anciennement connus car il existe a I’état natif (comme
Ag, As, Au, Sb, Pb) (Ben seghier, 2012). Le cuivre est indispensable au métabolisme des
étres vivants .La toxicité vis-a-vis des organismes marins dépend de la forme chimique du
cuivre et de son état d’oxydation. Cet élément trace entre dans la composition de nombreux
produits phytosanitaires, il se retrouve par conséquent dans le milieu marin et est a I’origine

de perturbations au niveau des especes.

Le cuivre dans les écosystemes cotiers provient essentiellement du rejet des eaux usees
urbaines et industrielles (métallurgie, chimie) et du lessivage des sols agricoles. Le cuivre est
bio disponible pour les organismes sous le degré d’oxydation (I) ou (II), a partir de sels

inorganiques ou de complexes organiques (Benguedda, 2012).
1.8.4.2. Le plomb

Le plomb est, dans son état naturel, un métal gris bleuatre, dense et malléable. Pb possede 4
isotopes (204Pb, 206Pb, 207Pb et 208Pb) (Ben seghier, 2012).

Le plomb fait partie des ETM (Eléments en Traces Métalliques) non essentiels. Il peut étre
bio-amplifié dans les systemes biologiques devenant un potentiel contaminant pour les
différents maillons trophiques. Dans 1’environnement, le plomb est majoritairement présent
dans le compartiment atmosphérique et provient des fonderies, des industries de la
métallurgie, de la combustion du charbon, de I’incinération des déchets et des gaz
d’échappement des véhicules. Le flux le plus important de plomb a ’océan provient de

I’atmosphere.

Le plomb apparait étre moins toxique a concentration molaire égale que le cuivre, par la
formation de complexes avec les hydroxydes ou les silicates dans le milieu (Benguedda,
2012).

1.8.4.3. Le zinc

Est un métal dit essentiel. 1l est impliqué dans de nombreux processus physiologiques et est
donc indispensable a la vie d’un grand nombre d’organismes. A de fortes concentrations, il
devient toxique pour les végétaux et les animaux et constitue un contaminant majeur pour le

milieu terrestre et aquatique (Benguedda, 2012).
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Les principales utilisations du zinc étant la couverture de batiments (40%), les barres et
profilés (20%), la chimie, notamment du caoutchouc (12%). De plus, le zinc est contenu dans

certaines peintures anti-salissures (Mekkaoui, 2013).
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Partie 11 : Biologie et écologie de I’Artemia salina
I1.1. Description de I’Artémia

L'Artémia est un petit crustacé aquatique de forme allongée et dépourvu de carapace, il
connait 14 mues, sa coloration va du blanc laiteux au bleu vert jusqu'au rouge brique et au
vermillon selon sa nourriture et le milieu, en particulier selon la teneur en oxygéne dissout
(Cf. Fig. 8),

Figure 8 : Artemia salina adulte (Miora Dumitrascu, 2011)
11.2. Classification systématique

Régne : Animal
Embranchement : Arthropodes
Classe : Crustaces

Sub-classe : Branchiopodes
Ordre : Anostraca

Famille : Artemiidae

Genre : Artémia (Leach, 1819)
Espéce : Artémia salina (Linnaeus, 1758)

La systématique de 1I’Artémia a évolué progressivement au cours du temps. Au début, les
chercheurs se sont basés sur la morphologie de 1’animal, mais ce critére a été abandonné car il

est influencé par la salinité du milieu (Barigozzi, 1980).
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Les populations parthénogénétiques sont appelées : Artémia parthenogenetica suivis par le
nom de la localité d’origine (Barigozzi, 1980). La diversité touche surtout les souches
bisexuées, c’est pour cette raison que les systématiciens ont réalisé des expériences de
croisement entre ces populations, ce qui a révélé I’absence d’interfécondité entre elles
(Barigozzi, 1974 ; Clark & Bowen, 1976 ; Heip et al, 1977). En se basant sur ce critére
d’isolement sexuel, les chercheurs ont pu identifier 8 espéces bisexuées dites « especes sceurs
» et ont conclu que les populations non identifiées par ce test seront appelées : Artémia sp
(Bowen et al, 1980).

11.3. La morphologie et cycle de vie d'Artemia salina

11.3.1. La morphologie d'espéce
On distingue 3 parties :

1. Latéte
Elle porte un ceil nauplien médian et un pair d'yeux latéraux, dans sa partie antérieure on
remargue une paire d'antennes courbées portant la forme d'une grosse pince qui sert a saisir la
femelle lors de I'accouplement chez cette derniére paire d'antennes est beaucoup plus petite,
on trouve sur la téte 3 appendices, (une paire de mandibules, une paires de maxillules),

L'ensemble recouvert par une sorte de masques est appelé << le chaperon >>.

2. Lethorax
Est composeé de 11 segments chaque segment porte une paire d'appendices natatoires foliacés
(Haddage, 1991)

3. L'abdomen
Il est composé de huit segments : les 2 premiers segments dit génitaux (deux pénis chez le
male/la poche incubatrice des femelles); le dernier segment abdominal porte deux appendices
portant de longues soies. Entres ces appendices se trouve l'anus. (Dhont ; Van Stappen,
2003)

11.3.2. Le cycle de vie

Selon les conditions environnementales, sont produits deux types d’ceufs. Dans les conditions
optimales de disponibilité¢ d’aliment, salinité et oxygene, et selon 1’espece, 1’éclosion des ceufs
se fait dans I'utérus et sont libérés sous forme de nauplius, aussi connues sous le nom «
d’ceufs d’été » (reproduction ovovivipare) (Cf. Fig. 9), Et en face des conditions adverses

(salinité élevée, ou niveaux faibles d’oxygene), ils sont produits des formes d’ceufs de
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résistances connues sous le nom de cystes, ou aussi appelés « des ceufs d’hiver (Curto E. D.,

2006).

Figure 9 : Cycle biologique de 1’ Artémia (Defaye et al, 1998)

11.3.3. Le cyste
Le cyste (Cf. Fig. 10), a une forme biconcave, apres hydratation il devient sphérique, le cyste

sec resiste également aux fortes radiations, une variété de solvants organiques (méme a des
pesticides), le manque d'oxygeéne et peut étre entreposé pendant des mois ou des années sans

toutefois perdre sa capacité d'éclosion (Granvill, Treece, 2000).

Figure 10 : Cyste d’Artémia (Dahloum, 2007).
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11.3.4. La structure de cyste d'Artémia (Cf. Fig. 11),
L'enveloppe du cyste est constituée de 03 structures :
1. le chorion : il est constitué essentiellement de lipoprotéines, sa fonction est la
protection de I'embryon.
2. la cuticule membranaire : elle protége I'embryon contre l'agression grosses
molécules (co2) il sert en fait de filtre de perméabilité.
3. La cuticule embryonnaire : c'est une membrane trés élastique et transparente qui

sépare I'embryon de la cuticule membraneuse (Dhont ; Vanstappen, 2003).

cuticule membraneuse
cuticule
cuticule embryonnaire

cuticule imterne

Fembryon

Figure 11 : Structure de cyste de I'Artémia. (Dhont ; Van Stappen, 2003).

11.3.5. Les conditions de formation des cystes
Les conditions qui favorisent la formation des cystes sont : Haute salinité, Manque chronique

d'aliment, Stress dd au manque d'oxygene (I'oxygene inferieur de 2mg/l) (Madani, 2001).

I1.4. Reproduction

Les populations naturelles de I’ Artémia peuvent étre soit bisexuées, soit parthénogénétiques
capables de se reproduire pendant plusieurs générations sans étre fécondées (Sorgeloos et al,
1986).

Chez les souches bisexuées, la position d’accouplement ou « position d’équitation » est la
phase pendant laquelle le male saisit la femelle entre 'utérus et la derniere paire de

thoracopodes et le couple peut aussi nager durant une longue période dans cette position

(Sorgeloos, 1980).
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Le comportement reproducteur des différentes souches de 1’ Artémia dépend également des
conditions du milieu (Mac Donald, 1980 ; Persoone & Sorgeloos, 1980 ; Aloui, 1998) :

e Si les conditions sont favorables, le mode de reproduction est ovovivipare (production
des nauplii).
e Si les conditions sont défavorables, I’oviparité (production de cystes) 1’emporte sur

I’ovoviviparité.

Les cystes produits peuvent rester en diapause (métabolisme embryonnaire bloqué en
métaphase) pendant plusieurs années consecutives sans perdre leur faculté germinative a
condition qu’ils restent secs dans des conditions anaérobiques ou si la salinité¢ du milieu est
supérieure a 85 psu qui est le seuil d’éclosion (Personne & Sorgeloos, 1980). Cette
particularité a généralisé 1’utilisation des nauplii de I’ Artémia a des fins alimentaires dans les
¢écloseries (Sorgeloos et al, 1986). La capacité de I’ Artémia d’alterner les modes de

reproduction rappelle le cas des daphnies et des rotiferes.

A

513 s Internzt - www,aguaporeall.com
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>

Figure 12 : Méle et femelle d'Artemia (Abatzolulos et al. 2010)
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11.5. Ecologie
11.5.1. Composition ionique et salinité
Dans la nature, I’Artémia prolifére dans les milieux hypersalés a salinité¢ supérieure a 100

o/kg (Hedgpeth, 1959) qui sont de deux catégories :

o Milieux athalasso halins : comme les lacs salés intérieurs (ou continentaux), les
étangs salés, les sebkhas et les chotts. Ces milieux sont caractérisés par des eaux riches
en carbonates, en potassium ou en sulfates et sont alimentés uniquement par les eaux
des oueds et des pluies (Persoone & Sorgeloos, 1980 ; Spitchak, 1980).

o Milieux thalassohalins : comme les salines cotiéres et les lacs en communication
directe avec la mer. Ce type de milieu est caractérisé par une composition chimique
chlorée (Persoone & Sorgeloos, 1980 ; Spitchak, 1980).

Ces milieux sont caractérisés par un climat tropical, sub-tropical et tempéré.

L’ Artémia est une espéce euryhaline grace a sa capacité de tolérer des valeurs tres élevées de
salinité. En effet, cette espece a développé un systéeme de défense écologique qui lui permet
de supporter des compositions ioniques et des salinités létales pour la majorité des autres
especes aquatiques. Ce systetme d’osmorégulation exceptionnel a fait d’elle la meilleure
espéce des métazoaires aquatiques en termes de résistance a la salinité (Cole et Brown, 1967)
puisqu’elle peut vivre dans des eaux de salinités comprises entre 9 g/Kg (Brisset et al, 1981)
et 340 g/Kg (Post et Youssef, 1977). La salinité a un impact tres important sur la production
des cystes du fait que la femelle ne peut I’émettre qu’a partir d’un certain niveau qui est de 85

9/Kg pour la souche californienne de la baie de San Francisco (Sorgeloos, 1980).

11.5.2. Température
L’ Artémia est une espece eurytherme pouvant vivre dans des milieux a température comprise
entre 6°C et 37°C et survivre pendant quelques jours a une température de 40°C (Vos et
Transutapanit, 1979), alors que son optimum de croissance, variable entre les souches, est
compris entre 25°C et 30°C.
La tolérance vis-a-vis de ce paramétre varie en fonction des stades du développement :

e Les cystes peuvent tolérer des températures élevées.

e Les larves peuvent tolérer des températures comprises entre 6°C et 40°C (Skoultchi et

Morowitz, 1964 ; Hinton, 1964).
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11.5.3. Oxygéne

L’Artémia est une espeéce euroxybionte car elle peut vivre dans une gamme trés large
d’oxygéne dissoute. Elle peut proliférer dans des milieux ou le taux de saturation d’oxygéne
est de 150% (lors d’un « bloom » algal) ainsi qu’a un taux de 1% (milieux pauvres en

oxygeéne dissous).

11.5.4. pH

L’ Artémia n’est rencontrée qu’en milieu neutre (pH = 7) ou alcalin (pH > 7). En effet, les
informations relatives a I’influence du pH sur la croissance des juvéniles et sur le maintien
des adultes sont rares ; en revanche, ce paramétre joue un role capital lors de 1’éclosion (Sato,

1967) et a des valeurs inférieures a 6 devient 1étal pour I’ Artémia (Brisset, 1984).

11.5.5. Dispersion
Les principaux facteurs qui sont a I’origine de la dispersion des cystes sont le vent et les
oiseaux (Loffler, 1964 ; Mac Donald, 1980). Cependant, de nos jours, ’homme joue

également un réle important dans la dispersion de cette espece par 1’inoculation.

11.5.6. Compétition, Prédation et Parasitisme

Cette espece n’a pas de compétiteurs, du moins dans les milieux hypersalés, mais a des
salinités inférieures a 70 g/kg, quelques groupes d’invertébrés peuvent entrer en compétition
avec elle comme les rotiféres, les ciliés et plus rarement divers crustacés (anostracés et
copépodes).

Les prédateurs de cette espece sont nombreux et le sont d’autant plus lorsque la salinité est
proche de celle de I’eau de mer, car tous les zoo-planctophages trouvent dans I’ Artémia un
aliment facile a capturer a cause de la lenteur de sa nage en pleine eau en position renversée
(Aloui, 2003).

L’ Artémia est sujette a des maladies dues a des parasites mais peu de littérature existe sur ce

point (Sorgeloos, 1980).

11.5.7. Alimentation
L’ Artémia est une espece typiquement « filter feeder » phagotrophe (Provasoli et Shiraishi,
1959) qui s’alimente en se déplagant perpétuellement.
Le processus d’alimentation de cette espece différe selon les stades de développement :
e Chez les nauplii, elle est assurée par la deuxiéme paire d’antennes.
e Chez D’adulte, elle est assurée par les thoracopodes (11 paires d’appendices

thoraciques remplacés au fil des mues) (Tobias et al, 1980).
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L’Artémia capte, par battements rythmiques et coordonnés, toutes particules inertes ou

vivantes en suspension grace aux soies garnissant les thoracopodes (Volmer, 1952).

L’Artémia peut absorber des particules de quelques micrometres (comme les bactéries)

jusqu’a des tailles de 25 microns (Seki, 1966 ; Takano, 1967) ; mais d’une fagon générale,

elle est capable d’ingérer toute particule dont la taille est inférieure a 60 microns (Reeve,

1963).

11.6. Importance aquacole et intérét économique de I’ Artémia

Depuis la découverte de la valeur nutritionnelle des larves de 1’Artémia pour les élevages

larvaires de poissons et de crustacés par Seale (1933) et ensuite par Rollefsen (1939), cette

espéce a fait 1’objet de nombreux travaux de recherches en vue d’exploiter les cystes.

L’exploitation et la commercialisation de I’Artémia ont commencé en 1948 aux Etats-Unis

(San Francicsco-Bay et Utah : Great Salt Lake), car cette espece est indispensable au niveau

des écloseries pour les raisons suivantes :

La facilité d’utilisation : récolte des cystes du milieu naturel, ensuite leur traitement et
enfin leur stockage.

Les nauplii fraichement éclos constituent une bonne nourriture aussi bien sur le plan
sanitaire qu’énergétique.

La dimension des nauplii est adaptée a la dimension de la bouche des larves.

La facilité de conservation des cystes pendant plusieurs années.

La facilit¢ de I’obtention des nauplii : I’incubation des cystes dans 1’eau de mer

pendant 24 heures permet la libération des nauplii.

11.7. La répartition géographique de I'Artemia

11.7.1. Artemia dans le monde

On compte actuellement plus de 300 biotopes distribués dans les cing continents (Cf. Fig. 13),

a I’exception de I’antarctique (Persoone et Sorgeloos, 1980 ; Brown et MacDonald, 1982).

L’ Artémia est presque ubiquiste (a large répartition mondiale). En France, par exemple, elle

est abondante dans les marais salants des cbtes Atlantiques et méditerranéennes ainsi que dans

les salines de Lorraine.
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Y A persimilis
A A salina
& A urmiana

% A. sinica

@ A franciscana

& A. sp. (kazakhstan)
A. parthenogenetica

Figure 13 : Répartition géographique de I'Artémia dans le monde

(D’aprés Lavens & sorgeloos, 2000)

11.7.2. Artémia en Algérie

D'apres Haddag, 1991 et Kara, 1994, les travaux réalisés sur I'Artémia, en Algérie sont peu

nombreux, l'espece se rencontre dans les chotts et sebkhas, et a I'état actuel, aucun site en

Algérie ne fait I'objet d'une exploitation. Néanmoins, Kara et Amrouayache ont recensé 11

sites potentiels de présence d’Artémia en Algérie (Tableau 1). (Kara et Amarouayache,

2012).
Tableau 1 : Les sites potentiels d”Artémia connus en Algérie.
. Superficie | Coordonnees Espéce R&férences
Region (ha) | géographiques| P
Sebkhat 43,000 35°43°N | |nconnue Sorgeloos et al, (1986), Ghomarie et al,
Oran : 00°08°\W/ (2011)
Chott 31°57°N
Ouargla 6,853 05°20°E Inconnue Sorgeloos et al, (1986)
Sorgeloos et al, (1986), Zemmouri, (1991),
Chott 34903'N A :
Marouane | 36,000 et . Kara et al, (2004), Samraoui et al, (2006),
(El Oued) 06°20°E Salina | Amarouayache et al (2009),

Amarouayache and Kara, (2010)
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Sebkhat .
Ez- Sorgeloos et al, (1986), Zemmouri,
Zemoul 35953 "N A (1991), Kara, (1998), Samraoui et al,
(Oum 6,100 06°33°F Salina (2006), Amarouayache and Kara, (2010),
El Amarouayacheet al, (2010).
Bouagui) Amaraouayache et al, (2012),
Arzew A |Zemmouri, (1991). Haddag, (1991),
Saltern 2,900 85%IN- .| Samraoui et al, (2006). Ghomari et al
(Bethioua, 00°17°W | tunisiana (2011) ’ ' ’
Oran)
Garaet 33.460 oA A. dd
£l ' 35°42°N Salina Kara, (1998), Haddag, (1991)
Tarf
(Oum 07°07°E Gagneur and Kara, (2001),
El Ghomari et al, (2011)
Bouagui)
Mcerllglt']tir 48,000 SWI0N A. Samraoui et al, (2006),
(Biskra) 06°17E Salina Ghomari et al, (2011)
Sebkhat
. . 35°50°N . .
Bouszlilne 1740 A Salin Zemmouri, (1991), Ghomari et al, (2011)
(Relizane) 00°39°W
_Bahi 35°50°'N
EILi?(r:ra Inconnue Sorgeloos et al, (1986),
(Setif) 05°15°E Derbal et al, (2010), Ghomari et al, 2011)
Golea 30°28'N
I_S;I:a 18,947 Inconnue Ghomari et al, (2011)
(Ghardaia) 02°55°E
Dayet 35°30°N Sorgeloos et al, (1986)
Morseli 150 Inconnue
(Oran) 00°46°W
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Préparation de I’échantillon

1- Collection et préparation des algues

L’algue brunes Cystoseira sticta sp a été collectée le 01/02/2018 au niveau de la plage de Sidi
Ladjal qui est éloignée de 5 km au nord de la commune de khadra (anciennement Picard) et a

50 km de la wilaya de Mostaganem (Algérie) a divers points du site (Cf. Fig. 14).

A B
Figure 14 : Site d’échantillonnage,
A : Laplage de Sidi Ladjal (le site de prélévement)
B : Localisation géographique du site de 1’échantillonnage du Cystoseira stricta sp

L’identification botanique a €té réalisée au laboratoire de gestion et valorisation des
ressources littorales et systématiques moléculaire par monsieur le professeur Chadli Rabah.

Les échantillons récoltés sont traités au laboratoire par lavage et nettoyage a l'eau courante
afin d’éliminer toutes les impuretés possibles : sels, sables, coquilles et les épiphytes afin
d’éviter tous les risques de contamination, plus tard séchée dans l'air et a I'abri de la lumiére,
ainsi la biomasse de I’algue est conservée au laboratoire par séchage a la température

ambiante.

2- Lateneur en eau
La teneur en eau est la perte de la masse obtenue par séchage, elle est déterminée selon un
mode opératoire spécifique.

Elle est évaluée par séchage a I'étuve réglée a la température 40°C pendant 24 heures (Cf. Fig.
15).
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Figure 15 : Peser et séchage d’algue,
A : Peser 50 g du poids de la matiére frais
B : Séchage a I’étuve 40°C
> Le pourcentage en eau est calculé comme suit :
Poids frais - poids sec / poids frais x100.

3- Préparation de la matiére séche
Apreés séchage les échantillons sont broyés a l'aide d'un mortier et un pilon (Cf. Fig. 16).

Figure 16 : Séchage et broyage de I’algue échantillonnée

4- Préparation de ’extrait brut
L’extrait brut est obtenu en ajoutant 10 g de poudre d’algue a 150 ml d’acétone (80%/20%,
v/v). Le mélange obtenu est soumis ensuite a une macération continue a 1’abri de la lumiére
dans ’appareil agitateur de trois répétitions a température ambiante. Aprés 24 heures, une

filtration est réalisée sous vide avec du papier wattman N°1.
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Le filtrat obtenu est évaporé sous pression réduite avec un évaporateur rotatif (Cf. Fig. 17).

Les extraits sont lyophilisés et conservés dans un endroit sec pour étre testé ultérieurement.

Figure 17 : Evaporation du filtrat obtenu

> Ladétermination du rendement de I'extrait sec est réalisée en appliquant la formule
suivante (Afnor, 1986) :

R (%) = (P1— P2/Pg) X 100
Sachant que :
P1: Poids du ballon aprés évaporation.
P2 : Poids du ballon avant évaporation.

Pe : Poids de I’échantillon algal sec.

I1.  Eclosion et préparation des nauplii
1- Echantillonnage des cystes
Nous avons prélevé 1’échantillon de cystes le 08/04/2018 au niveau du lac salé de Bathioua
(Oran). Les cystes ont été ramassés directement a différents points sur le rivage du bassin
meére a I’aide d’une petite pelle et a la surface de 1’eau en utilisant des tamis d’un maillage de
100 pum. Immédiatement apres la récolte, les cystes sont enveloppés dans des sacs noirs en
plastique aprés avoir rajouter du sel provenant de la saline afin de les conserver a 1’abri de la

lumiére et de ’humidité.
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2- Traitement des cystes
Un traitement correct des cystes garantit une qualité maximale d’éclosion de cyste produits.
Cette méthode de traitement comporte les étapes suivantes (selon la méthode décrite par
Sorgeloos et al. (1986) :
1- Séparation selon le diamétre.
2- Séparation selon la densité, dans une saumure a (300g/1).
3- Lavage a I’eau douce.
4- Séparation selon la densité dans 1’eau douce.
5- Séchage.

6- Conservation.

2-1Separation selon le diamétre

Cela implique 1’¢élimination de débris (dont le diametre est plus grand et plus petit que le
diameétre des cystes tel que le sable, le bois et les plumes), en faisant passer le produit
d’éclosion sur des tamis de différents diametres (1 mm, 0.15 mm, 0.25 mm).

Les cystes (embryon intacte aussi bien que les coquilles vides) en plus des particules de méme
grosseur sont aussi collectés au fond de I’écran. Les cystes peuvent étre mis a 1’abri dans des
sacs ou des bouteilles hermétiqguement fermées. Pour une meilleure conservation, on peut

rajouter de la saumure ou du gros sel a I’échantillon

2-2 Séparation selon le diametre dans une saumure

Pour mieux enlever les petits débris de méme diamétre que les cystes, 1’échantillon collecté a
partir du fond de I’écran doit étre transférés dans un réservoir (de préférence en forme
d’entonnoir exemple : bouteille de Zoug rempli de saumure saturée (300g/1) et équipé d’une
pompe d’air afin de désagréger les amas des cystes (Cf. Fig. 18). Les petits débris flottent a la
surface de I’eau, alors que les débris lourds coulent au fond. Lorsque tous les débris lourds se
sédimentent, 1’aération est stoppée, et les cystes sont récupérés par siphonage a 1’aide d’une

pipette.
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Figure 18 : Schéma de séparation selon le diametre dans une saumure

2-3 Lavage a I’eau douce

Pour un meilleur traitement, les cystes doivent étre minutieusement lavés avec de 1’eau douce
dans le but d’enlever 1’excés de sel, Nous avons utilisé un tamis d’un diamétre de 125 microns
pour récupérer les cystes, on peut également utiliser des sacs a filtré (éventuellement les sacs
de riz) avec un maximum de diamétre égalant 150 microns. L’étape de lavage ne doit pas étre

plus longue que 5 a 10 minutes.

2-4 Séparation selon la densité en eau douce

Les cystes sont transférés dans une ampoule a décanter en verre contenant de 1’eau douce (on
ne doit pas utiliser de 1’eau froide car sa densité est plus élevée) la flottaison et la séparation
serait inférieure. Pour désagréger les amas de cystes, 1’aération doit étre maintenue en
continue. Les cystes pleins coulent au fond alors que les petits débris et les cystes vides
flottent a la surface (Cf. Fig. 19).

Cette séparation en eau douce ne doit pas étre plus longue que 15 minutes, autrement ils vont
atteindre le niveau d’hydratation qui met en route leur métabolisme ; Ceux pleins sont
récuperés sur un tamis de 125 micron ; on peut aussi les collecter a 1’aide d’un sac en tissu de
150 micron et enlever I’excés d’eau par pression ferme sur le sac qui sera séché avec un tissu
absorbant. L’exces d’eau peut étre plus efficacement retiré en plagant le sac dans un

centrifugeur.
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Aprés 15 min

—-

Figure 19 : Séparation selon la densité dans I’eau douce

2-5 Le séchage et conservation

L’eau de constitution des cystes, apres traitement en eau douce, doit étre réduite aussitdt que
possible au-dessous du niveau critique de 10%, dans le but de stopper ’activité métabolique
du cyste. Apres avoir mis les cystes dans des boites de Pétri, on a placé ces dernieres dans
I'étuve a 30- 45°C, pendant 2 jours (Cf. Fig. 20).

Bien que les effets du métabolisme n’aient pas été entiérement compris, il a été démontré par
de nombreuses expériences que cela dépendait de la procédure de séchage et de la qualité du
cyste, son efficacité d’éclosion, son taux d’éclosion et 1’énergie qu’il contient peuvent étre
affectés.

Avant leur conservation entre 0 et 4 °C, les cystes doivent étre émergés dans la saumure. Pour
une conservation de longue durée (Au-dela d’un mois) I’emballage sous vide ou sous azote

est envisagé.
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Figure 20 : Séchages des cystes dans 1’étuve.

3- Incubation et éclosion des cystes
Afin d’assurer une éclosion optimale des cystes, certaines conditions strictes doivent étre
respectées (Lavens et Sorgeloos, 1996), a savoir :
1/ Une température maintenue entre 25 et 28°C.
2/ Une salinite de 15 a 35 g/l.
3/ Un pH aux environs de 8.0.
4/ Une quantité d’oxygene de 2 mg/l au minimum, de préférence 5 mg/l.
5/Une densité maximale de cystes ne dépassant pas 2g/I.
6/Assurer une illumination constante de 1000 a 2000 lux. (Deux ampoules de 40 Watts

sont suffisantes pour quatre récipients d’incubations) (Granvil Treece, 2000).

La procédure standard employée est celle de Sorgeloos et al. (1986). Elle consiste a incuber
250 mg de cystes dans un récipient cylindro-conique en verre, contenant 100 ml de 1’eau de
mer naturelle filtrée (0.45 et 0.2um). Les cystes doivent étre maintenus en suspension en
appliquant une aération par le fond du récipient (Cf. Fig. 21).

La température est maintenue a 26°C, parfois a 28°C a 1’aide d’un thermostat, les jeunes
larves sont ainsi obtenues au bout de 24 heures et sont évidemment nourris avec de la levure
de biére et de la poudre de lait (Wit et Pravit, 1972 ; Dobbleir et al, 1980).

La collecte de ces jeunes individus se fait a 1’aide d’une pipette en matiére plastique pour

I'étude du test de toxicité.
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Figure 21 : Elevage de I’Artémia salina

4- Reécolte des nauplii

Apres ’éclosion des cystes, les nauplii doivent étre séparés des autres débris (débris du
chorion, métabolites d’éclosion). Cing a dix minutes aprés avoir arrété 1’aération, ces derniers
flottent en surface et seront facilement éliminés, tandis que les nauplii et les cystes non éclos
se concentrent au fond du récipient et peuvent étre siphonnés.

Les nauplii ainsi collectés, sont transférés dans un petit aquarium. Une source de lumiere est
placée ensuite devant le bac. L’éclairement unilatéral d’une des parois de I’aquarium attire les
nauplii qui finissent par se concentrer dans le faisceau lumineux. Ceci facilite leur récolte qui

peut étre effectuée a 1’aide d’une simple pipette.

5- Tests de toxicité DL 50

Les tests ont été menés a 1’aide du test de B.S ; dans des tubes a essai en diluant 0.02 g de
I’extrait dans 2 ml de sulfoxyde de diméthyle (DMSO) et en suite 0.2 ml dans 1.8 ml de
I’eau de mer (EM). Cette dose converti 100 ppm de solution meére a bas cette solution on
calcule les solutions filles a différent concertation (500, 100,10 ppm) dans chaque tube a
essai remplirai 10 nauplii plus 0.5 ml de solution fille de chaque dose du trois répliquas avec
deux gouttes de DMSO dans le témoin (Cf. Fig. 22).

Apres 24 heures on compte le nombre des individus morts dans les tubes et le témoin, dela

on peut définir la dose de létalitéDLcso selon les déférentes contractions déterminées.
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Figure 22 : Test de létalité DLcso

Dans le cas ou le témoin contient des larves mortes, le pourcentage de mortalité est corrigé en

utilisant la formule suivante :

% M = (NLP - NLT)/10 x 100

Sachant que :
M : Pourcentage de mortalité.
NLP : Nombre de larve morte en présence du produit a teste.

NLT : Nombre de larve morte en présence du témoin (solvant).

6- Evaluation du pouvoir antioxydant

L'activité antioxydant de I’extrait de Cystoseira stricta sp a été déterminée en utilisant le
radical 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH®).

Le DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur violacée qui
absorbe a 517 nm. En présence de composeés anti-radicalaires, le radical DPPH est réduit en
changeant de couleur et en virant vers le jaune. Les absorbances mesurées a 517 nm servent a
calculer le pourcentage d'inhibition du radical DPPH, qui est proportionnel au pouvoir anti
radicalaire de I'échantillon.
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a. Principe

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical
DPPH. L’effet de 1'extrait sur le DPPH est mesuré par la procédure décrite par Benariba et al.
(2013).

b. Mode opératoire

e Préparation du DPPH a la concentration de 0,004 mg /ml dans du méthanol,

e Préparation d’extrait dans le méthanol a différentes concentrations (100, 200, 300,
400, 500 mg/ml) ; (Cf. Fig. 23).

e A 2 ml de la solution du DPPH on ajoute 0.014mg pour chaque extrait a différentes
concentrations ;

e Préparation de tube blanc pour chaque concentration : 50 ml du méthanol et 0.014 de
I’extrait correspondant ;

e Préparation de tube control négatif : 50ml du méthanol avec 2ml de la solution du
DPPH,

e Le tube blanc renferme 2 ml du méthanol,

Figure 23 : Teste de DPPH°

e Incubation 30 min a la température ambiante et a 1’obscurité,
e Mesure de I’absorbance a 517 nm (Cf. Fig. 24).
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Figure 24 : Spectrophotometre utilisé pour la lecture des absorbances.
c. [Expression des résultats

» Pourcentage de réduction du DPPH
Les résultats ont été exprimés en tenant compte de la moyenne de trois mesures obtenues pour
I’extrait, dont le pourcentage de réduction du DPPH est calculé selon la formule suivante :
(ABS BLANC) — (ABS EXTRAIT)
1% = x 100
(ABS BLANC)

Sachant que :

DPPH (%) : Pourcentage de réduction du DPPH.
ABS BLANC : Absorption d’extrait blanc.

ABC EXTRAIT : Absorption d’extrait

d. Détermination 1C50
La valeur IC50 est la concentration qui assure la réduction de 50% du DPPH, déterminée
graphiquement pour chaque extrait a partir de la courbe du pourcentage de réduction en

fonction de la concentration (Samarth et al, 2008).

7- Dosage des poly-phénols totaux
Le dosage des poly-phénols totaux des extraits de C. Stricta a été fait selon la méthode de
Folin-Ciocalteu. Ce réactif est constitu¢é d’un mélange d’acide phosphotungstique
(H3sPW12040) et d’acide phosphomolybdique (Hs3PMO12040). Lors de 1’oxydation, il est réduit
en un mélange d’oxyde bleu. La coloration produite est proportionnelle a la quantité de poly-

phénols présents dans I’extrait analysé (Boizot et Charpentier, 2006).
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La teneur des poly-phénols contenus dans I’extrait d’algue Cystoseira srticta sp a été
déterminée suivant la méthode décrite par Miliaukas et al. (2004). Cette méthode consiste a
mélanger un volume de Iml d’extrait (1mg/ml) avec Sml de réactif de Folin-Ciocalteu dilué
10 fois. Aprés 5 minutes d’incubation, 4ml de carbonate de sodium a concentration 75g/1 ont
été additionnés. Parallelement, dans les mémes conditions, un étalon a été réalisé avec des
concentrations croissantes d’acide gallique (standard) allant de 0 a 90 pg/l. Aprés une heure
d’incubation a la température ambiante, I’absorbance a été lue a 765 nm contre un blanc (eau
distillé) a I’aide d'un spectrophotométre UV-Visible (Jenway 6715). La teneur en poly-
phénols totaux a été exprimée en milligramme (mg) équivalent standard (acide gallique) par

gramme de la matiere algale (MgEAG/Q).

Tableau 2 : Dosage de poly-phénols totaux dans I’extrait d’algue Cystoseira stricta sp

Concentration de P’acide|10 |20 30 (40 |50 |60 |70 |80 90
gallique (pg/ml)

Volume de P’acide | 1 1 1 1 1 1 1 |1 1
gallique (ml)

Extrait d’algue (ml) 1
Blanc : Eau distillé (ml) 1
Folin-Ciocalteu (ml) 5 5 5 5 5 |5 5 |5 5 5 5

1 ére Incubation pendant 5min a température ambiante

Na2COs (ml) 4 4 4 4 4 |4 4 |4 4 4 4

2°M Incubation pendant 1 heure a température ambiante et a I’obscurité

Mesure de DO a 765 nm

8- Technique d'extraction des lipides totaux a froid (Technique de Folch et al. 1957)
L'objectif de cette technique est de déterminer la quantité de lipides totaux dans un

échantillon d'algue brune etudiée.
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a. Principe

A partir d'une masse connue de prise d'essai, les lipides totaux sont extraits a lI'aide d'un
mélange de solvants chloroforme + méthanol. Apres ajout d'une phase aqueuse, cette
extraction s'effectue par séparation de deux phases : la phase inférieure (chloroforme +
lipides) et supérieur (méthanol + eau). Le filtrat obtenu est évaporé et la quantité de lipides
mis a sec est pesee.

b. Mode opératoire
Dix grammes de l'algue est additionnée de 60 ml de réactif de Folch (méthanol +
chloroforme). 1l est broyé a l'aide d'un homogénéisateur pendant 2 minutes. Le mélange
obtenu est filtré sur verre fritté (Cf. Fig. 25B).

—— = W Ve s LR AN S e

Figure 25 : Pesée de la matiere séche et filtration du mélange,
A : Pesée de 10 g de I’algue
B : Filtration du mélange obtenu

Ce filtrat est versé dans une ampoule a décanter. La séparation des phases d'effectue avec la
solution de chlorure de sodium (NaCl) a 0,73 % a raison de 1 volume de NaCl pour 4
volumes de filtrat. Une saturation de deux mélanges est obtenue : méthanol/eau et
chloroforme/lipide. Ces deux mélanges sont agités et laisser décanter environ 2 heures. Apres
décantation, les phases apparaissent incolores, limpides et séparées par un ménisque (Cf. Fig.
26A). La phase inférieure (chloroforme/lipide) filtrés sur sulfate de sodium ayant la propriété
d'absorber l'eau (Cf. Fig. 26B). Le filtrat obtenu est recueilli dans un ballon a col rodé

préalablement pesé (Cf. Fig. 22A).
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A B
Figure 26 : Décantation et filtration de la phase inférieure,

A : La séparation des deux phases
B : Filtration de phase inférieure

La phase supérieure (méthanol/eau) est rincée a l'aide de 50 ml d'un mélange a 20 ml de NaCl
concentré a 0,58 % et 80 % de méthanol + chloroforme de facon a extraire le reliquat des
lipides apparaissant a l'issue de cette opeération. La phase inférieure est alors filtrée et le
chloroforme évaporé sous vide. Le poids net des lipides ainsi mis a sec est obtenu par
différence entre le poids du ballon contenant la matiere grasse (Cf. Fig. 27B) et celui du

ballon vide.

Figure 27 : Pesé du ballon,
A : Pesé du ballon vide
B : Pesé du ballon plein

E




Chapitre 11 Matériel et méthodes

» Le pourcentage des lipides totaux peut étre déterminé par la formule suivante :
MG(%) = P2— P1/Pe x 100
Sachant que :
P2 : poids du ballon contenant les lipides.
P1: poids du ballon vide.

Pe : prise d’essai.

9- Détermination des proteines brutes (méthode de KJELDAHL 1883)
Le processus de KJELDAHL, 1883 est la méthode la plus utilisée pour déterminer les
protéines brutes (Cf. Fig. 28).

Figure 28 : Appareil de KIELDAHL

La teneur en protéines brutes contenue dans le produit est obtenue en mesurant la teneur en
azote total dans I’échantillon multiplie par le facteur empirique 6,25.
9-1Principe de la méthode
Le principe de la méthode de KJIELDAHL se divise en trois étapes :
» Minéralisation de la matiére organique par 1’acide sulfurique en présence d’un
catalyseur de cuivre pour convertir 1’azote totale (NH4)2SOa,
» Libération du NHz de I’échantillon minéralisé en ajoutant du NaOH en excés et
distillation a vapeur de cette ammoniaque a 1’acide borique.

» Détermination du NHs libéré par titrage avec I’hydroxyde de sodium.
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9-2 Réactifs et appareillage

Tous les réactifs doivent étre de qualité analytique reconnue. L’eau utilisée doit étre de I’eau

distillée et les réactifs utilisés sont :
e Sulfate de potassium.
e Catalyseur.
e Acide sulfurique.
e Sélénium.
e Hydroxyde de sodium.
e Acide borigue.

e Solution du titrage (hydroxyde de sodium).

Pour le matériel on utilise :
e Balance analytique.

e Du matériel permettant de réaliser I’opération de minéralisation, de distillation et de

titrage selon la méthode de KIELDHAL

9-3 Mode opératoire
9-3-1 Minéralisation de la matiére organique

e Peser 0,25 g de I’échantillon et introduire cette prise d’essai dans un ballon a
minéralisation de KIELDHAL (Cf. Fig. 29).

e Ajouter 20ml d’acide sulfurique pure et 5 g de catalyseur (K2SO4 +CaSO4 +Se).

Figure 29 : Ballon a minéralisation de KJELDHAL
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Chauffer le ballon tout d’abord doucement pour éviter le débordement de la mousse.
Chauffer avec modération, en agitant en tournant jusqu’a carbonisation de la masse et
disparition de la mousse, chauffer ensuite plus fort jusqu’a ébullition réguliere du
liquide, et arréter le chauffage quand la couleur verte apparaisse.

Transvaser le liquide dans une fiole de 100ml et ajuster au trait de jauge (Cf. Fig.
30A, B).

e ———— o c—
A B
Figure 30 : ajustassions du filtrat dans une fiole,

A : transvaser le liquide dans une fiole

B : ajuster au trait de jauge

9-3-2 Distillation de ’ammoniaque

Prélever un volume V (20ml) du distillat et transvaser se liquide dans un ballon a
deux cols rodés. Y ajouter 40ml de NaOH a 30% et fermer immédiatement.

A T’autre bout de réfrigérant, on place un bécher qui contient 20ml d’acide borique a
4%.

Lancer le chauffage du ballon pour distiller I’ammoniaque. Ce dernier sera pié¢gé dans

I’acide borique qui se colore en bleu (signe de présence d’ammoniaque) (Cf. Fig. 31).
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Figure 31 : Distillation de I’ammoniaque

9-3-3 Titrage
e Titrer ce distillat avec de 1’acide sulfurique N/20 jusqu’a la couleur de départ
(grenade) (Cf. Fig. 32).

e Noter le volume de la burette V.

Figure 32 : Titrage du distillat.

9-3-4 Calcule de la teneur en azote

La teneur en azote est exprimée en pourcentage en masse du produit :
N(%) = v x (V/ vo) x 7 x 104 x (100 / P)

Sachant que :

Vv : le volume de I’acide sulfurique pour la détermination.

V : le volume de la solution d’acide sulfurique utilis¢€ pour le titrage.

Vo : le volume de la prise d’essai.

P : le poids de I’échantillon.
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9-3-5 Calcule de la teneur en protéine brutes
Calculer la teneur en protéines brutes du produit en multipliant la teneur en azote par le
facteur 6,25.

10- Extraction et dosage des pigments Photosynthétiques
L’extraction des pigments photorécepteurs des tissus foliaires a été réalisée par la méthode
d’Arnon (1949).
100mg de matiere végétale fraiche ont été coupés en petits morceaux et broyés a sec puis dans

SmL d’acétone a 80% et quelques milligrammes de carbonate de calcium (CaCO3) pour

Figure 33 : Broyage de la matiere végétale

Aprées broyage total, L’extrait était filtré a 1’aide d’un papier filtre de type Whatman n°1.
Le dosage se fait a I’aide d’un spectrophotométre réglé aux longueurs d’onde A = 645 nm et
663 nm pour déterminer la teneur en chlorophylles a et b et X = 480nm pour déterminer la
teneur des caroténoides apres étalonnage de I’appareil avec la solution témoin d’acétone a
80 %.

» Les teneurs en chlorophylles (a), (b), (a + b) et caroténoides, sont données a partir de
ces formules et exprimées en (ug / g de MF) :
. CHIla =12, 7. D0663 — 2, 69. D0645
. CHIb =22, 9. Do645 — 4, 86. D0663
o CHla + CHIb = 8, 02. D0663 + 20, 20. D0645
o Cart = [(100.D0480) — (3.27. (CHIla) — 104. (CHIDb)]/229.
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11- Déterminations des cendres brutes

La méthode permet la détermination de la teneur en minérale par incinération de produit a
550°c. (LAB23 I-METO006_Cendres brutes v11 2013-02-01-3/5).

a. Principe de la méthode (Cf. Fig. 34).
Ce principe consiste a la décomposition de la matiére organique par incinération, puis la

pesé des cendres brutes obtenues.

b. Appareillage : pour cela on a utilisé.
. Dessiccateur.
. Balance analytique.
o Etuve a 103°c.
o Four & moufle.

) Creuset d’incinération.

c. Mode opératoire
On a procédé comme suit :
o Peser le creuset vide.

. Peser 5g d’échantillon.

. Mettre les 5g dans les creusets et peser a la 2™ fois.

Figure34 : Les pesés du creuset vide, de 1’échantillon et du creuset avec 1’échantillon
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e Mettre les creusets dans un four & moufle 550°C/2h et 30min
e Laisser les creusets dans un dessiccateur 45min pour le refroidissement (Cf. Fig. 35A).

e En fin peser le creuset (Cf. Fig. 35B).

Figure 35 : Refroidissement et peser du creuset,
A : Le refroidissement du creuset
B : pesé du creuset

d. Mode de calcule
Le calcule se fait par la formule suivante :
CT (%) = (P2 - P1) /PE X100
Sachant que :
P1: Poids de creuset vide (g).
P2 : Poids du creuset et des cendres apres calcination (g).

Pe : La masse de I’échantillon (la prise d’essai en g).

12- Extraction des métaux lourds dans les plantes marines
Les extraits des plantes sont préparés selon la méthode décrite par Hoening et al, (1979) qui

consiste en une digestion par voie humide.

Les métaux lourds (Cu, Pb et Zn) sont extraits avec 1’eau régale (solution sulfonitrique-eau
oxygénée). Pour cela 1 ml d’acide sulfurique, 3 ml d’acide nitrique, 3 ml d’eau oxygénée a 30

volume, sont ajoutés a 1g de 1’échantillon des plantes séchées et broyées en fines particules.
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Dans un erlenmeyer rodé de 250 ml, fixé a un réfrigérant, I’ensemble est chauffé a 75 °C,
jusqu’a 1’ébullition pendant 15mn, aprés refroidissement et ringage du réfrigérant par
quelques millilitres d’eau déminéralisée, le contenue est filtrés sur papier filtre & vitesse
moyenne de filtration dans une fiole de 50 ml a son ml selon les besoins.

Cette opération est automatiqguement accompagnée par une minéralisation des blancs, qui
consiste en une solution d’eau régale.

C’est a partir de cette solution d’essai que 1’on procede aux dosages par spectrophotométrie

d’absorption atomique a flamme.

13- Dosage des métaux lourds par Spectrophotométrie d’ Absorption Atomique avec

flamme

a. Principe
C’est une méthode analytique fondée sur 1’exposition des spectres de raies, permettant de
doser les éléments métalliques. Cette méthode repose sur la régle expérimentée par Kirchoff
(in Merad et al, 1991) ; et elle a été mise au point simultanément par Walch & Alkemade
(1955) ; le principe est tel qu’un certain corps soumis a certaines conditions d’excitation ne

peut absorber que des radiations qu’il est susceptible d’émettre, la réaction est la suivante :

Nos dosages ont été réalisés a la Sonatrach au niveau du laboratoire du complexe
GNL2 / Z: Gaz Naturel Liquefié 2 Arzew. L’appareil mis a notre disposition pour 1’analyse

de nos échantillons est un S.A.A. de marque.
b. Etalonnage

Pour chaque métal a analyser, les échantillons standards ont été préparés a partir des solutions
meéres (Tab. 3). Les concentrations des échantillons biologiques doivent étre comprises dans
I’intervalle des concentrations des solutions standards (Pinta et al, 1979). De ce fait, un
courbe étalon relative a la concentration de nos échantillons a été tracée a partir des solutions

standards (meére) ainsi on pourra faire la lecture correctement de nos dosages au SSA. af.

Tableau 3 : Concentrations des solutions méres (S1, Sz, Sz) de la gamme étalon.

Concentration des solutions meres dans 100(mg/1) d’eau
Elément a doser bidistillée
Sl 82 SS
Cuivre 2.5 5
Zinc 1 2 5
Plomb 2 4 6
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Chapitre III Résultats et discussion

1- Teneur en eau
D'aprés notre expérience, la teneur en eau de l'algue brune C. stricta sp est relativement
élevée avec une valeur de 64,9 %. Cette valeur notée est tout a fait justifiée.
En effet, selon I’¢tude de Leclerc V., Floc’h J.-Y. 2010 elles sont constituées jusqu’a 90%
d’eau, contenue essentiellement dans la vacuole de la cellule, ainsi que dans le cytoplasme et
la paroi cellulaire cependant la différence notée pour le contenu hydrique peut s’expliquer par
la profondeur a laquelle elle se situe, vue qu’elles proviennent d’un milieu marin, elles y sont

immergées durant tout leur cycle de vie, c’est ce qui explique leur contenu élevé en humidité.

2- Rendement en extrait brut

L'extraction des composés secondaires apres 24 heure de macération a partir de I'algue brune
Cystoseira stricta sp nous a permis de calculer le rendement de Il'extrait exprimé en
pourcentage pour 10 g d'algue séche broyée. Le résultat obtenu est évalué a 8,8%.

En comparaison avec l'espece C. tamariscifolia récoltée en mois de février, les rendements
enregistrés d'apres les travaux faits par Ainan (2011) ou il a obtenu 5,65 % pour le méthanol
et 0,22 % pour I'éther.

Selon Michel et al, (2012). Le rendement des extractions par des solvants de polarité
croissante dépend de la nature du solvant utilisé et des propriétés chimiques des molécules a
extraire. De méme, la méthode d'extraction (macération, décoction, infusion) joue également
un réle important dans la détermination du rendement ainsi que la composition chimique des

extraits préparés (Tefiani, 2015).

3- Tests de toxicité DL 50
Confirmation de la toxicité de la culture de C. stricta sp. La solution obtenue a partir de
l'extraction d’algue s'est révélé toxique par 1I’Artémia salina. La concentration de la toxine
déterminée par le test de I’Artémia avec une solution témoin de C. stricta sp. Essai de crevette
a la saumure, le groupe de controle utilisant moyen donné mortalité et une mortalité
prononcée de 0 a 40% respectivement de déférentes concentrations détermine. La seconde

mortalité a été prise en compte lors du calcul de la DL 50.
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Figure 36 : Graphe de la mortalité aux différentes valeurs de concentration d’extraits.

La mortalité dans le groupe témoin a suivi une tendance similaire a celle observee dans le
groupe expérimental et a probablement été causée par des toxines de I'Artémia a révélé la
présence des toxines leur voies digestives.

Le programme informatique utilisé pour les statistiques d'analyse des données a pris en
compte la mortalité de contréle dans mon échantillon de I’extrait de C. stricta sp, DL 50 ne
dépasse pas 5825.49 ppm.

La toxicité des extraits a base d’algues exprimée en DCS50 est généralement soit par
comparaison valorisée a Meyer ou a l'indice de toxicité de Clarkson. Selon l'indice de
toxicité de Meyer, I’extraits avec DL50 < 1000 pg/ml sont considérés comme toxiques, tandis
que les extraits avec DL50 > 1000 pg/ml sont considérées comme étant non toxique (Meyeret
et al, 1982). Critere de toxicité pour I'évaluation de la toxicité de Clarkson d'extraits
végétaux classifie extraits dans lI'ordre suivant :

Extraits avec CL50 > 1000 pg/ml ne sont pas toxiques, CL50 - 500 - 1000 pg/ml sont faibles
toxiques, extrait avec CL50 de 100 -500 pg/ml sont moyennement toxiques, tandis que les
extraits avec CL50 de 0 -100 pg/ml sont hautement toxiques (Clarkson et al, 2004).

4- Activité anti radicalaire
Les résultats de I’effet anti radicalaire (activité anti-oxydante) de I’extrait de Cystoseira
stricta sp sont évalués par tests reposant sur la capacité anti-oxydante totale et le piégeage du

radical libre DPPH qu’on a résumé dans le tableau (4) et représenté par la (Figure 37).
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Tableau 4 : Pourcentages de réduction du DPPH

% de réduction du DPPH

61,14

50,93

28,15

15,11

Concentrations de 1’extrait

(mg/ml)

6,21

5,99

5,29

4,66
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Figure 37 : Pourcentage d’inhibition du DPPH par I’extrait de Cystoseira stricta sp.

Selon les résultats obtenus on note une augmentation de 1’activité anti radicalaire

proportionnelle a I’augmentation de la concentration de ’extrait. A faible concentration 4,66

mg/ml, I’extraits présente un faible pourcentage de réduction du DPPH évalué a 15,11 %.

Aux concentrations moyennement élevées, 6,21 mg/ml, I’extrait présente des pourcentages de

réduction du DPPH plus élevés qui varient jusqu'a 61,14 %.

A partir de ce résultat on constate que cet extrait a forte dose (6,21 mg/ml) présente un effet

antira-dicalaire sur le DPPH.

5- Teneur en poly-phénols totaux

La teneur en poly-phénols totaux est déterminée a partir de I'équation de la régression linéaire

de la courbe d'étalonnage exprimée en pg équivalent d'acide galliqgue (mg EAG) par g de la

matiére seche (MS) (Figure 38).
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Figure 38 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des phénols totaux.

La teneur en poly-phénols peut servir comme indicateur important de la capacité anti-
oxydante et étre utilisé comme une sélection préliminaire pour n'importe quel produit quand il
est destiné comme source naturelle des antioxydants dans les aliments fonctionnels (Viuda-
Martos et al, 2011).

Concernant notre étude I'analyse des poly-phénols montre que I'extrait obtenue a partir de
I'algue brune Cystoseira stricta sp possede une teneur en phénols totaux de (5,43 mg EAG/g
MS).

Nos résultats de la teneur en phénol totaux de I'extrait acétonique restent comparables avec les
travaux de Sadati et al, (2011) et Zubia et al, (2009) sur les espéces Cystoseira Myrica et
Cystoseira tamariscifolia ou les teneurs sont de 10,08 + 1,13 mg EAG/ g Ms et 10,91 + 0,07
mg EAG/ g MS, respectivement. Alors que Reza et al, (2013) ont reporté une teneur faible de
I'ordre de 0,17 £ 0,03 mg EAG/ g MS chez C. myrica.

6- Teneur en lipides totaux
Le contenu en lipides de 1’algue brune Cystoseira stricta sp est trés faible avec une valeur de
4%.
D’apres la littérature, les teneurs en lipides dans les algues varient entre les especes, la
localisation géographique, la saison, la température, la salinité, 1’intensité lumineuse, mais
encore ’interaction entre ces facteurs, et enfin la méthode d’extraction utilisée (Myachita et

al, 2013 ; Sanchez-Machado et al, 2004 a, b ; Yaich et al, 2011).
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Il est rapporté que les algues marines ne sont pas une source conventionnelle en énergie, avec
un contenu faible en lipides, mais, leurs acides gras polyinsaturés, peuvent étre aussi éleves
que ceux des végétaux terrestres (Darcy Vrillon, 1993). De plus, du point de vue qualitatif,

les lipides des algues different de ceux des végétaux terrestres.

7- Teneur en protéines brutes
D’apres la méthode de KIELDAHL, I’algue brune étudi¢ montre un teneur en protéines brutes
de 21%. En effet, d’aprés Fleurence (1999), la teneur protéique dans les algues varie entre
(10 et 21%).
Généralement, la fraction protéique des macro-algues brunes est faible 3 a 15% MS
comparativement a celle des macro-algues vertes et rouges (10-47% MS) (Arasaki et
Arasaki, 1983 in Fleurence, 1999), cependant les macro-algues brunes industriellement
exploitées (Laminaria digitata, Ascophylum nodosum, Fucus vesiculosus et Himanthalia
elongata) ont une teneur en protéines plus faible que 15% MS excepté pour I’espéce Undaria
pinnatifida (Wakamé) qui possede un niveau protéique variable de 11 a 24 % MS (Fleurence,
1999).
Il est rapporté que la teneur en protéines des algues marines varie fortement entre les espéces
et dépend des saisons et des conditions environnementales (Dawczynski et al, 2007 ; De
Oliveira et al, 2009).

8- Les pigments Photosynthétiques
Les teneurs en chlorophylles a et b et la teneur des caroténoides d’algue brune Cystoseira

stricta sp sont représentés dans le tableau (5).

Tableau 5 : Teneurs en chlorophylles (a), (b) et caroténoides.

Espéce d’algue CHla CHIb CHla + CHIb Cart

C. stricta sp 0,83 1,70 5,59 -0,468
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»  Sachant que Les teneurs en chlorophylles (a), (b), (a + b) et caroténoides, sont calculées
a partir de ces formules et exprimées en (ug / g de MF) :

e CHIla=12,7.D0663 -2, 69. Do645

e CHIb=22,9. Do645 — 4, 86. D0663

e CHla+ CHIb =8, 02. Do663 + 20, 20. D0645

e Cart = [(100.D0480) — (3.27. (CHIa) — 104. (CHIb)]/229

9- Teneur en cendres brutes

D’aprés notre étude sur 1’algue brune Cystoseira stricta sp, la teneur en cendres brutes
obtenue pour 5 g d'algue séche broyée est évaluée a 19,4 %,

D’apres la littérature, la teneur en minéraux chez les algues varie généralement entre 8% et
40% (MacArtain et al, 2007 ; Mabeau et Fleurence, 1993). Les valeurs obtenues dans notre
étude correspondent a cet intervalle.

Nos résultats de la teneur en minéraux restent comparables avec les travaux d’autres auteurs
sur I’algue verte. En effet, pour Ulva lactuca, Yaich et al (2011) et Ortiz et al (2006) ont

rapporté respectivement 11% et 19,6% par rapport a la matiére seche.

10- Contamination par les métaux lourds
L’analyse a révélé la présence des xéno-biotiques (Cu, Pb et Zn) dans I1’algue brune
Cystoceira stricta (Tableau 6) montre que la contamination la plus importante concerne
relativement le Zinc qui n’est pas considéré comme un métal toxique ; toutefois, une forte

concentration peut engendrer des déréglements physiologiques a I’organisme.

Tableau 6 : Concentrations moyennes des métaux lourds en pg/g de poids sec chez

I’algue brune Cystoceura stricta de Sidi Ladjal.

Métaux Zinc (Zn) | Cuivre (Cu) | Plomb (Pb)
Concentration 187,589 109,648 97,0029
trouvée

La comparaison des résultats obtenues par la presente étude, par rapport a ce qui est rapporté
par littérature scientifique, nous permet de constater que les valeurs obtenues sont proche des

celles des milieux pollués.
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Villares et al, 2001, ont trouvé des valeurs entre 6,96 a 66,8 pug/g dans les tissus de U.
lactuca, et de 16,21 a 147 pg/g dans les tissus de E. intestinalis, par-contre Kaimoussi et al,
2004, ont arrivé a une valeur plus importante arrivé a une limite maximale de 337 pg/g de
poids sec, dans les tissus d’U. lactuca.

Bennasser et al, (2000) et Ho (1988) ont montré que les algues accumulent le Zn et le Cu
facilement de I'eau de mer ; Mais aussi selon 1’étude de (Favero et Frigo, 2002), les teneurs
en métaux dans les tissus des algues, dépendant principalement des différences des cycles
biologiques et des conditions de la biodisponibilité des métaux.

La comparaison des résultats obtenus par notre étude avec des études antérieurs nous
indiquent la présence de fortes teneurs en Zinc qui s’affiche avec 187,589 ug/g. PS, suivie du
cuivre avec 109,648 ug/g. PS et enfin le plomb qui s’enregistre a une valeur de 97,0029 pg/g.
PS.

Selon Benkdad et al, 2011. Les concentrations des métaux varient, non seulement parmi les
espéces d'algues, mais aussi au sein de la méme espéce provenant des différents sites. Cela est
dd aux facteurs abiotiques ou biotiques, des facteurs anthropiques et de la distribution
hétérogene des métaux dans I'écosystéeme. Ces variations sont en relation avec I'age des tissus,
le cycle de vie, les concentrations ambiantes des métaux les autres conditions

environnementales.
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Conclusion générale

Les algues sont largement distribuées aux niveau du littoral algérien et un grand potentiel
pour le développement des études qui visent des caractérisations de leur composé ainsi que les
détails des activités biologique et écologiques.
Notre présent travail a viser I’étude des potentialités naturelles des algues brunes marines qui
forment une ressource intéressante et trés prometteuse de substances biologiquement actives.
Nous nous sommes intéressé a évaluer les caractéristiques de quelques éléments nutritifs et a
la contamination métallique par trois métaux (Zinc, cuivre et plomb) de 1’algue brune
Cystoseira stricta sp collectée au niveau de la plage de Sidi Ladjal de la wilaya de
Mostaganem.
Les résultats obtenus nous ont permis de conclure que :
> Le rendement en extrait brut évalué a 8,8 %.
» La présence de meétabolite secondaire avec une potentialité importante, la
quantification des polyphénols totaux pour l'extrait acétonique est de I'ordre de
(5,43 mgEAG/g MS). La richesse en polyphénols est responsable des effets
antioxydants important sur le DPPH.
» Concernant l'activité antioxydante, nous soulignons la capacité de I’extrait de
I’algue étudiée a réduire le DDPH.
> Une faible teneur en lipides totaux de 4%.
» De méme, I’algue étudiée se caractérise par une teneur appréciable en protéines
brutes, dont la teneur et de 1’ordre de 21%.
» Les analyses chimiques de 1’algue étudiée réveélent une teneur €élevée en matiére
organique évalué a 19,4 %.
» Etant des organismes aquatiques utilise comme bio-indicateur les valeurs trouvées
en métaux traces indiquent des teneurs importantes en zinc avec 187,589 ppm. PS.
Certains des inconvénients du travail avec des extraits de produits naturels sont les faibles
quantités disponibles pour les tests, En variante, des méthodologies de culture d'algues
peuvent étre utilisées pour obtenir une plus grande quantité de matiére en plus de la possibilité
de contréler les conditions de croissance. Conditions susceptibles de diminuer la variabilité

des résultats obtenus.
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