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Résumé

Résumé :

L’objectif de notre travail est I’étude de 1’activité biologique neuroprotectrice et aussi
antioxydante de I’espeéce microalgal, la Spiruline, contre 1’Acrylamide, un produit chimique

tres réputé de sa neuro toxicite.

Dans un premier temps, le dosage de certains composes bioactifs a été déterminé ; des
valeurs maximales des polyphénols et flavonoides (35,41 + 0,43 et 9,46 £+ 0,15 pug EAG/mg)
ont été enregistrés a 1’extraits hydrométhanolique en comparant avec I’aqueux. La teneur en

Phycoyanines a été estimeés a 0,06 (mg/ml) avec un ratio de purete égal a 0,15%.

L'activité antioxydante “’in vitro’’ de la spiruline a été évaluée par le test DPPH. L’extrait
aqueux a montré une activité de piégeage radicalaire modeste (101.02 pg/ml). En revanche,
I’extrait hydrométhanolique semble étre le plus puissant a 37.50 pug/ml. En comparant avec

I’acide ascorbique.

Nous avons étudié I’impact toxicologique de I’ Acrylamide sur un organisme model, il s’ agit
de D. melanogaster. Ce dernier provoque une mortalité importante chez les adultes en fonction

de la concentration et du temps d’exposition.

L’objet principal de cette étude consiste a évaluer les effets différés d’une concentration
sublétale CLso sur l’activité spécifique de I’AChE. Le taux de ce dernier augmente
significativement chez les séries traitées a 1’Acrylamide (allant de 0.0075 jusqu’a 0.0171
uM/min/mg de protéines), par rapport aux témoins. Cependant, la Spiruline montre clairement

un effet réducteur dans les sériés ou elle est combinée a ce produit chimique.

Gréace a un test de comportement locomotoire, nous avons pu montrer que 1’Acrylamide
avait un fort impact sur la performance, ce qui signifie qu’il est un perturbateur d’information

agit sur le systéme nerveux et les muscles de I’insecte.

Mots clés : Spiruline, Acrylamide, D. melanogaster, molécules bioactives, neurotoxicité,

neuroprotection, activité anti-oxydante, I’AChE.



Abstract

Abstract:

The objective of our work is the study of the neuroprotective and also antioxidant biological
activity of the microalgal species, Spirulina, against Acrylamide, a chemical product very

renowned for its neurotoxicity.

Firstly, the dosage of certain bioactive compounds was determined; Maximum values of
polyphenols and flavonoids (35.41 + 0.43 and 9.46 + 0.15 pg EAG/mg) were recorded in the
hydromethanolic extracts by comparing with the aqueous. The content of Phycoyanines was

estimated at 0.06 (mg/ml) with a purity ratio equal to 0.15%.

The “in vitro” antioxidant activity of spirulina was evaluated by the DPPH test. The aqueous
extract showed modest radical scavenging activity (101.02 pg/ml). On the other hand, the
hydromethanolic extract seems to be the most powerful at 37.50 pg/ml. Comparing with

ascorbic acid.

We studied the toxicological impact of Acrylamide on a model organism, D. melanogaster.
The latter causes significant mortality in adults depending on the concentration and exposure

time.

The main purpose of this study is to evaluate the delayed effects of a sublethal LC50
concentration on the specific activity of AChE. The rate of the latter increases significantly in
the series treated with Acrylamide (ranging from 0.0075 to 0.0171 uM/min/mg of proteins),
compared to the controls. However, Spirulina clearly shows a reducing effect in series where it

is combined with this chemical.

Thanks to a locomotory behavior test, we were able to show that Acrylamide had a strong
impact on performance, which means that it is an information disruptor that acts on the nervous

system and muscles of the insect.

Key words: Spirulina, Acrylamide, D. melanogaster, bioactive molecules, neurotoxicity,

neuroprotection, antioxidant activity, AChE.
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Introduction :

Ces dernieres années, il y a eu un intérét croissant, appuyé par un grand nombre d'études
expérimentales et épidémiologiques sur les effets bénéfiques de certains produits alimentaires
d'usage courant dans la prévention de diverses affections pathologiques liées a I'age allant du

cancer aux maladies neurodégénératives (Graini & Boulguergour, 2022).

Les maladies neurodégénératives telles que la maladie de Parkinson et la maladie
d'Alzheimer représentent un probleme croissant lié aux pathologies du vieillissement cérébral
avec l'age (Saiidi, 2019), qui se caractérisent par une perte progressive et irréversible des
fonctions mentales (Djeha et al., 2008). L accumulation d’un peptide anormal, le peptide béta-
amyloide, sous forme de plaques et/ou de fibrilles amyloides serait 'une des principales causes

de ces maladies (Yankner, 1996).

Ainsi, la découverte de molécules capables de prévenir 1’agrégation du peptide béta-
amyloide pourrait mener a une voie thérapeutique potentielle. En effet, I’action des molécules
bioactives plantes et des algues sur la protection des cellules du cerveau est maintenant
reconnue et confirmée par plusieurs études (Djeha et al., 2008). Les polyphénols et les
flavonoides sont connus pour leur capacité a interagir avec les protéines (Haslam, 1974). lls
constituent encore une fois des agents bénéfiques ¢liminant les exces de radicaux d’oxygene
pouvant attaquer les membranes cellulaires et ainsi provoquer la mort des cellules. De plus, les
polyphénols et les flavonoides ont pour effet d’inhiber une enzyme, soit 1’acétylcholinestérase,
responsable de la dégradation de I’acétylcholine, un des facteurs de ces maladies (Beaudoin &

Latour, 2005).

Les algues englobent un groupe diversifié d'organismes, qui possédent tous de la
chlorophylle, ce qui les rapproche des plantes. Ces organismes prospérent dans les habitats
aquatiques ou les zones humides. Dans le domaine des algues, nous rencontrons des formes de
vie plus avancées, notamment des eucaryotes unicellulaires et multicellulaires, ainsi que des

cyanobactéries, également appelées algues bleu-vert (Jean et al., 2010).

La spiruline, également Spirulina platensis, est considérée comme une source
alimentaire de haute qualité nutritive, cette micro-algue a été le sujet de nombreuses études dans
plusieurs pays (Saxena, 1982). Outre son intérét nutritionnel, la spiruline présente des
propriétés thérapeutiques. Elle renferme plusieurs molécules ayant fait I'objet d'études pour

leurs activités biologiques (Sirnoval, 1993). Les résultats des travaux récents menés sur
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I'animal puis chez I'homme laissent supposer des propriétés thérapeutiques intéressantes
(stimulatrice du systeme immunitaire, anticancéreuse, antioxydante et antiradicalaire...) qui
conviendrait d'approfondir et de confirmer dans les années a venir (Cruchot, 2008). Ainsi de
nombreux travaux ont montré que la spiruline est douée d'une activité thérapeutique importante
contre certaines infections d'origine microbienne et la mal nutrition protéino-énergétique (Fox,
1994).

L’ Acrylamide, est un contaminant alimentaire, appartient a une classe large des toxiques
chimiques structurellement similaires, alcénes de type-2, dont les humains sont fortement
exposés. De plus, ’exposition occupationnelle a I’ Acrylamide a recu de I’attention ces dernicres
décennies. Il a été classé comme neurotoxique et il y a trois hypothése importantes considérant
sa neurotoxicité : inhibition du transport axonal rapide de kinase-based, altération des niveaux
des neurotransmetteurs, et une inhibition directe de la neurotransmission (Erkekoglu &
Baydar, 2014).

C’est dans ce contexte que nous avons voulu évaluer I'effet neuroprotecteur de la
Spiruline contre 1’Acrylamide, provoquant la neurotoxicité, chez un organisme modéle
Drosophila melanogaster. Notre étude s’articule sur deux axe : un dosage des principes actifs
de la Spiruline : les polyphénols, les flavonoides et les phycocyanines et leur activité
antioxydante “’in vitro’’. D’autre part, on s’est intéressé a son effet neuroprotecteur, évaluant
I’activité de 1’acétylcholine estérase et [’activit¢ locomotoire chez les adultes de D.

melanogaster, apres un traitement a 1’ Acrylamide.
En effet, ce travail est structuré en deux parties :

- La premiere partie consiste en une synthése bibliographique sur
v La neurodégénration, I’oxydation et les molécules neuroprotectrices ;
v' La Spiruline;
v' L’Acrylamide.
- Dans la deuxiéme partie est expérimentale, qui résume le matériel et méthodes utilisés,
les différents résultats obtenus, interprétation et discussion et enfin, les principales

conclusions tirées lors de cette étude.
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1. Neurotoxicité

Le cerveau humain reste généralement sain sur le plan structurel et fonctionnel pendant
plusieurs décennies, malgré le caractére post-mitotique et non régénérateur des neurones. Cela
témoigne de la capacité profonde du cerveau a I’homéostasie : les neurones et la glie possedent
des mécanismes intégrés qui leur permettent de mettre en place des réponses adaptatives ou
protectrices a des situations potentiellement difficiles, garantissant ainsi le maintien de la
viabilité et de la fonctionnalite cellulaires. Cependant certaines substances, dites neurotoxiques,

ont la capacité de perturber cet équilibre (Baxter & Hardingham, 2016).

La cytotoxicité est la propriété qu’a un agent chimique ou biologique de provoquer des
altérations cellulaires en aboutissant a leur destruction (Dausset, 1976). Les facteurs
neurotoxiques sont principalement impliqués dans la perte progressive de neurones
(Sowndhararajan et al., 2018). Leur mécanisme d’action implique une perturbation de la
membrane cellulaire provoquant une fuite du contenu cellulaire ou bien I’inhibition des

fonctions vitales comme le transport d’ion ou la transduction du signal (Xu et al., 2004).

2. Maladies neurodégénératives (MND)

Une maladie neurodégénérative est définie comme une détérioration, souvent
irréversible, des facultés intellectuelles et cognitives, elle est généralement associée au
vieillissement (lIriti et al., 2010). La cognition fait référence aux processus mentaux liés a
I'obtention et a I’utilisation des informations afin de guider les comportements tels que
l'apprentissage, la mémoire, I’attention, le langage, la motricité, la perception et la fonction

exécutive (Bakoyiannis et al., 2015).

Des troubles cognitifs ont été décrits dans divers troubles neurologiques et
neuropsychiatriques, notamment la maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson et autres
types de démence, la schizophreénie, le trouble bipolaire et la dépression (Froestl et al., 2013).
Au sens strict, une maladie neurodégénérative est une condition pathologique affectant les
neurones en les condamnant a une mort certaine (Burg, 2017). Selon Sowndhararajan et al.
(2018), les dommages causes aux cellules neuronales constituent le facteur le plus important de
nombreux troubles neurodégénératifs. Les symptdmes typiques de ces maladies sont I'anxiété,
la dépression, le dysfonctionnement moteur, la perte de mémoire et la détérioration cognitive
(Sowndhararajan et al., 2018). lls sont des pathologies multifactorielles induites par des

facteurs endogenes et exogenes (Fig. 1).
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Figure 1. Facteurs affectant la neurodégénérésense dans les troubles neurologiques
(Farooqui, 2010).

3. Stress oxydatif
3.1. Introduction

Les radicaux libres sont des molécules avec un ou plusieurs électrons non appariés dans
leurs derniéres orbitales qui en font des molécules instables a la recherche d’électrons des
molécules voisines (Picon-Pageés et al., 2019). La production physiologique des espéces
réactives oxygénées (ROS) a trés basse concentration régule I’activité mitochondriale, les
facteurs de transcription, la régulation de la potentialisation a long terme (LTP) et méme le
tonus vasculaire par la NADPH oxydase (NOX) (Li & Pagano, 2017). Les ROS / RNS sont
des messagers de signalisation importants pour la prolifération, la différenciation et d'autres
événements critiques au cours du développement (Ye et al., 2015). lls peuvent également étre
produits lors de la régulation des fonctions cellulaires létales telles que la mort cellulaire

programmée et la réponse immunitaire (Valko et al., 2006).

Les cellules génerent en permanence des oxydants et produisent des antioxydants
(Holmstrom & Finkel, 2014). Malgré leurs tentatives pour atteindre un équilibre sain entre les
deux, les organismes rencontrent de nombreuses situations dans lesquelles les niveaux
d'oxydant ne sont plus synchroniser avec les systemes de détoxification de la cellule, générant
une condition potentiellement mortelle appelée stress oxydatif (Reichmann et al., 2018).
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3.2. Stress oxydatif au niveau cellulaire

Les ROS sont 1’anion superoxyde O2-, le radical hydroxyl (OH-), le radical alkoxyl
(RO), le radical peroxyl (ROO:), le radical hydro-peroxyl (HO) et ceux capable de générer des
espéces non radicalaires comme le peroxyde d’hydrogene (H203), les aldéhydes (HCOR),
I’acide chlorhydrique (HCL), les peroxydes organiques (ROOH), I’oxygeéne singulet (105),
I’0zone (O3) et I’oxyde d’azote (NO) (Picon-Pageés et al., 2019).

Les ROS les plus pertinents physiologiquement sont les anions superoxydes (O2") et les
peroxydes d’hydrogéne (H20>). Ils sont constamment produits en tant que sous-produits de la
respiration dans la chaine de transport d’électrons mitochondriale (ETC) (Angelova &
Abramov, 2018) et lors du repliement oxydatif des protéines dans le réticulum endoplasmique,
ainsi que par des membres de la famille des NADPH oxydases (NOX) et du cytochrome paso
(Yeetal., 2015) (Fig. 2). L’anion superoxyde est facilement converti en peroxyde d”hydrogéne
par la superoxyde dismutase. Le peroxyde d’hydrogene est ensuite détoxifié¢ par les catalases et
les peroxydases (Holmstrom & Finkel, 2014) ou transformé en radicaux hydroxyles (OH") lors
de la réaction avec des métaux de transition, en particulier les ions Fe?+ et Cu?+ (réaction de
Fenton et d’Haber Weiss) (Jomova & Valko, 2011). Les radicaux hydroxyles sont considérés
comme I’'uns des ROS les plus réactifs, responsables de la plupart des dommages oxydatifs
(Reichmann et al., 2018).

Les organismes avaient développé une multitude de systémes de défense antioxydants
pour contrer la production des ROS et pour réparer les dommages oxydatifs. En plus des
enzymes de détoxification des ROS tels que la superoxyde dismutase (SOD), la catalase, la
glutathion peroxydase (GPx), la glutathion S-transférase (GST) et des antioxydants non
enzymatiques tels que les vitamines C et E, les caroténoides et les flavonoides (Marengo et al.,
2016), les cellules utilisent divers systemes de réparation comme la méthionine sulfoxyde
réductase, la thiorédoxine (Trx), la glutarédoxine (Grx), le glutathion (GSH) et le NADPH pour
inverser les modifications oxydatives et restaurer I'homéostasie redox (Nemmiche, 2017) (fig.
2).
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Figure 2. Les ROS cellulaires constitués d’espéces oxygénées radicalaires et non radicalaires
(Yeetal., 2015)

3.3. Stress oxydatif au niveau neurologique

L’accumulation des ROS est considérée depuis longtemps comme un facteur important
du vieillissement et des maladies liées a 1’age (Hagq & Al Amro, 2019). D’apres Iriti et al.
(2010), le stress oxydatif et la neuro-inflammation sont des facteurs clés dans I'étiopathogénie
des maladies neurodégénératives et neurologiques. Il est impliqué dans plusieurs pathologies
du systéme nerveux telles que la maladie d’Alzheimer, de Parkinson et de Huntington

(Butterfield, 2014).

Les ROS sont produites via la chaine de transport d'électrons mitochondriale, la plus
grande source d’02.- et d’H202 (Angelova & Abramov, 2018). L'efficacité de la chaine de
transport d'électrons diminue avec I'age, ce qui signifie une production accrue de ces deux
radicaux libres (Eckmann et al., 2013). Les conséquences physiopathologiques de ce
phénomene sont la peroxydation lipidique dans le cerveau des patients atteints de la maladie
d'Alzheimer, de Parkinson, du corps de Lewy, et dans le liquide céphalorachidien des patients
atteints de la maladie de Huntington et la sclérose en plaques (Picdn-Pages et al., 2019). En
outre, des dommages oxydatifs des protéines, de I’ARN et de I’ADN sont présents dans le
cerveau des patients atteints de maladies neurodégénératives (Blasco et al., 2017). Les autres

sources pertinentes de ROS sont les NADPH oxydases (NOX), les peroxysomes, les oxydases
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neuronales telles que les monoaminoxydases (MAO), la xanthine oxydase, et les lipo-
cyclooxygénase pro-inflammatoires. Toutes ces sources alternatives de ROS sont également
impliquées dans les processus neurodégénératifs associés au vieillissement (Picon-Pageés et al.,
2019). Ainsi, il a été rapporté que les NOX de la microglie et des astrocytes contribuent a la
mort neuronale dans la maladie d’Alzheimer (Chay et al., 2017). Des résultats similaires ont
été obtenus dans les neurones dopaminergiques contribuant a I'apparition de la maladie de
Parkinson (Zawada et al., 2015) ou dans Il'implication de cellules microgliales dans la

progression de la sclérose latérale amyotrophique (SLA) (Jaronen et al., 2013).

Le role potentiel des especes reactives azotées, en particulier le peroxynitrite, dans la
physiopathologie des maladies neurodégénératives est pertinent car ses précurseurs l'oxyde
nitrique et I'anion superoxyde sont co-localisés dans le tissu cérébral (Picdn-Pages et al., 2019).
Les taux de 3-nitrotyrosine, un biomarqueur pour les especes réactives de I'azote, sont élevés

dans les maladies neurodégeénératives (Smith et al., 1997).

Le cerveau est I'un des principaux organes susceptibles aux effets néfastes du stress
oxydatif par la génération excessive d'especes réactives a I'oxygene (ROS) (Cobley et al., 2018)
(Fig. 3). Il a une capacité limitée a détoxifier les ROS en raison de son faible pouvoir de
production de glutathion par les cellules neuronales, son taux métabolique élevé, son taux élevé
en ions métalliques, la composition plus riche des neurones en acide gras polyinsaturés
sensibles a 1’oxydation et surtout de sa capacité¢ limitée de régénération et de réparation par

rapport a d'autres organes (Burg, 2017).
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Figure 3. La susceptibilité des neurones au stress oxydatif (Cobley et al., 2018).
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Selon Cobley et al. (2018), bien que pesant a peine 1400 g, le cerveau humain
consomme environ 20% du budget total en oxygéne de base pour alimenter ses quelque 86
milliards de neurones et leur réseau de connexion complexe couvrant des milliards de synapses
et environ 250 a 300 billards de cellules gliales. Dans les MND, le systéme de protection est
débord¢ et n’arrive plus a contrer la production de ROS qui s’accumulent dans les neurones et
les conduisent lentement vers leur mort, notamment par le mécanisme d’apoptose (Reichmann
et al.,, 2018). L'accumulation de molécules endommagées et non réparees dans les
compartiments cellulaires entrainera une perturbation de I'noméostasie (Le Bourg, 2001).
Plusieurs marqueurs du stress oxydant ont notamment été retrouvés dans certaines MND
(Sivandzade et al., 2019) (Fig. 4). Les dommages au niveau de I'ADN sont clairement
apparents dans le cas de la maladie de Parkinson et d’Alzheimer (Emerit et al., 2004). Une
présence accrue de fragments protéiques carbonylés indiquant des dommages protéiques a
également été rapportée dans tous les troubles neurodégénératifs (Cheignon et al., 2018). De
plus, la quantité élevée d'acides gras polyinsaturés (AGPI) présents dans les membranes
neuronales rend les tissus cérébraux particuliérement sensibles aux réactions de peroxydation
lipidique, entrainant la formation d'aldéhydes cytotoxiques, tels que le malondialdehyde
(MDA) et le 4-hydroxynonénal (HNE) (Haq & Al Amro, 2019). Le stress oxydatif pourrait
étre responsable d’une perturbation de l'intégrit¢ de la membrane. La peroxydation lipidique
pourrait étre impliquée dans la perte d'asymétrie phospholipidique dans les membranes
synaptosomales (Castegna et al., 2004). L'oxydation des lipides dans les systemes biologiques
est responsable d'une multitude d'effets nocifs sur la santé humaine tels que la carcinogenese,
I'inflammation, l'atériosclérose et le vieillissement (Stocker & Keaney, 2004). Elle peut
détruire les neurones cholinergiques dans la maladie d’Alzheimer et les neurones

dopaminergiques dans la maladie de parkinson (Khazdair et al., 2018).
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Figure 4. Stress oxydatif au niveau des biomolécules (Sivandzade et al., 2019).

4. Neuroprotection

La neuroprotection désigne les stratégies et les mécanismes relatifs capables de défendre
le systéme nerveux central (SNC) contre une Iésion neuronale due a des troubles aigus tels que
I’accident vasculaire cérébral ou le traumatisme et des troubles chroniques comme 1’ Alzheimer

et la maladie de Parkinson (Yahiaoui, 2018).

Parmi ces stratégies, la phytothérapie peut représenter une précieuse ressource dans la
prévention plutdt que dans la thérapie de certaines maladies du SNC (Iriti et al., 2010). Un
neuroprotecteur est généralement défini comme un agent qui prévient la mort neuronale en
inhibant une ou plusieurs des étapes pathophysiologiques dans les processus qui suivent une
Iésion du systéme nerveux, une ischémie ou l'application de neurotoxines. La définition inclut
des interventions qui ralentissent ou stoppent la progression de la dégénérescence neuronale
(Abuhamdah, 2014).

10
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Les dommages et la mort des cellules neuronales sont principalement responsables de
nombreux troubles neurodégénératifs (Chen et al., 2016). A cet égard, la principale cible des
agents neuroprotecteurs est de protéger le systeme nerveux central contre les dommages causés
aux cellules neuronales par les lésions cérébrales aigués ainsi que les maladies

neurodégenératives chroniques (Pak et al., 2016).

En médecine traditionnelle, un grand nombre de plantes et algues neuroprotectrices ont
été utilisées pour soigner des maladies neurodégénératives telles que la maladie d'Alzheimer

(MA) et d'autres troubles liés a la mémoire (Yahiaoui, 2018).

5. Antioxydants végétaux
5.1. Introduction

Tout composé capable de neutraliser les ROS, sans subir lui-méme la conversion en une
espéce radicalaire destructrice, peut étre considéré comme un antioxydant. D’aprés He et al.
(2012), un antioxydant est une substance qui, lorsqu'elle est présente a de faibles concentrations
par rapport a celles de substrats oxydables, retarde ou inhibe considérablement I'oxydation de

ce substrat.

Les polyphénols comprennent une grande classe d'antioxydants (Fig. 5) tels que les
flavonoides, les anthocyanines, les acides phénoliques, les tanins, les lignanes et les stilbénes.
Ils ont suscité un intérét croissant de la part des scientifiques, consommateurs et des fabricants
au cours des dernieres decennies en raison de nombreux avantages pour la santé tels que leurs
propriétés  antibactériennes, anti-inflammatoires, antiallergiques, hépatoprotectrices,

antithrombotiques, antivirales, anticancéreuses et vasodilatatrices (Rodrigo et al., 2011).

11
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Figure 5. Les antioxydants fréquemment rencontrés (He et al., 2012).

Les flavonoides sont de puissants antioxydants (Bakoyiannis et al., 2019). Le squelette
flavonoide est composé de deux cycles carbonés aromatiques : A et C (cycles benzopyrane) et
B (cycle benzéne) (Bakoyiannis et al., 2019). Leur classification est corrélée au degré
d’oxydation du cycle C, au schéma d’hydroxylation de la structure du cycle et a la substitution
en 3 positions. Ainsi, la diversité du nombre et de la disposition des groupes hydroxyle,
combinée a leur glycosylation et / ou alkylation, conduit a la dis-similarité entre les catégories
(Ververidis et al., 2007) (Fig. 6).

Les acides phénoliques sont divisés en deux catégories : les dérivés de 1’acide benzoique
comme [’acide gallique ou vanillique et les dérivés de I’acide cinnamique comme 1’acide
caféique, coumarique, sinapique et férulique. Ces derniers ont une bonne activité antioxydante
(Kochetova et al., 2007).

Les tanins sont des polyphénols de structure complexe, avec une activité antioxydante
trés puissante due au piégeage de 1’O2". Les deux familles les plus importantes sont les

gallotanins et les ellagitanins (Anderson et al., 1995).
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Les stilbénes sont des polyphenols présents dans de nombreuses familles de plantes
supérieures. Le resvératrol par exemple est un bon antioxydant contre 1’oxydation des LDL

(Wu & Hsieh, 2011).

Flavonoid Skeleton

|
| | | |

Flavonals Flavanones Flavanols Flavanes Anthocyanins Isoflavanes

Figure 6. Structure des principales sous-classes de flavonoides (Bakoyiannis et al., 2019).

Les alcaloides sont I'uns des antioxydants majeurs dans les produits naturels, et leurs
activités antioxydantes avaient été démontré dans plusieurs études antérieures (Gan et al.,
2017).

5.2. Mécanisme antioxydant

Les principaux oxydants dans les milieux biologiques sont les radicaux libres et les
métaux de transition. Les antioxydants, principalement les polyphénols, désactivent les

radicaux libres via trois mécanismes :

5.2.1. Transfert d’atome d’hydrogéne

L’antioxydant phénolique agit avec le radical libre par transfert d’un atome d’hydrogéne

via la rupture homolytique de la liaison O-H

ArOH+R* —— ArO"+RH

Les produits de cette réaction sont la forme réduite (RH) du radical néfaste, et le radical
ArOe (forme oxydée de I’antioxydant). Bien que cette réaction donne naissance a un autre

radical libre, celui-ci est moins reactif (Leopoldini et al., 2011).
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5.2.2. Transfert mono-électronique d’électron

Dans ce mécanisme, un électron est transféré au radical libre R*. L’anion R et le cation

radical ArOH*" ainsi formé sont généralement des entités stables.

ArOH+R* —» ArOH+R

Le potentiel d’ionisation est le facteur déterminant du pouvoir piégeur d’électrons. Un
potentiel bas implique un arrachement facile d’¢lectron et en conséquence une réaction avec le

radical libre (Leopoldini et al., 2011).

5.2.3. Chélation des métaux de transition

Le dommage oxydatif est un processus multiphasique impliquant des étapes d'initiation
et de propagation de la chaine radicalaire. Un mécanisme important de l'action antioxydante est
la chélation des métaux de transition, empéchant ainsi la catalyse de la décomposition du
peroxyde d'hydrogene via la réaction de type Fenton (Bush, 2003). D’aprés Leopoldini et al.

(2011), il y a trois sites potentiels pour que le métal se lie a la Quercétine (Fig. 7)

OH O.,
*. rr-' “._Mn.
e

1

Figure 7. Mécanisme de chélation des métaux de transition par la Quercétine (Leopoldini et
al., 2011).
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1. Définition
La spiruline est une micro algue bleu-vert photosynthétique, filamenteuse et
multicellulaire qui pousse dans une large gamme d'eau douce, marine et saumatre il pousse bien

dans un environnement hautement alcalin de pH 10-12 (Marrezl et al., 2018).

Ces derniers forment la plupart des bactéries capables de photosynthese et de production
d'oxygéne. lls peuvent étre unicellulaires ou multicellulaires ; dans ce dernier cas, leurs cellules
s'organisent en amas de type colonie ou, plus communément, en filaments constitués de cellules

alignées. Ces filaments sont appelés trichomes (Toudert & Bouzidi, 2020).
Il existe deux principaux types de spiruline :

o Spirulina platensis du Tchad : la plus connue et la plus cultivée. Elle a un jusqu'a
350microns de longueur et entre 6 et 12,45 microns de diametre ;

o Spiruline Géante du Mexique : elle se caractérise par des trichomes de 70 a 80 um
de long, 7-9 um de diamétre, légérement effilé aux extrémités (Arbaoui &
Bourdjiba, 2022).

Figure 8 : Spirulines observées au microscope : Spiruline platensis (a) et Spirulina maxima
(b) (Ahounou, 2018)
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2. Morphologie

La spiruline a une morphologie tres variable, selon la souche et les conditions de milieu
de culture. Elle se compose de cellules végétatives qui présentent des parois facilement visibles,

empilées bout a bout, appelees filaments ou trichomes (Charpy et al., 2008).

La principale caractéristique morphologique du genre est I’arrangement de ces
trichomes. Ces derniers, enveloppés d'une gaine trés fine, présentent des réductions plus ou
moins prononcées aux parois, non ramifier, avec un diamétre d’environ 10 a 12 um et une
longueur moyenne de 250 um quand elle possede sept spires, flottent librement et présentent

une motilité glissante (Charpy et al., 2008).

Les facteurs environnementaux, principalement la température, les conditions
physiques et le milieu de culture, peuvent affecter la géométrie de I'hélice, par conséquence,

cette cyanobactérie montre une grande variété morphologique :

o Spiralées : désigne les souches dont les filaments on la forme du ressort (Fig. 9-A).
o Ondulées : désigne les souches dont les filaments sont en spirale étirée (Fig. 9-B).
o Droites : désigne les souches dont les filaments sont tellement étirés qu’ils donnent

I’impression d’étre presque rectiligne (Fig. 9-C).

!""‘u-)

g

-

A B C

Figure 9: Les différents aspects de la spiruline. (A) spiralés, (B) ondulée, (C) droite.
(Goulamabasse, 2018)
3. Cycle biologique de reproduction
A la maturité, la spiruline se reproduit suivant un mode végétatif asexué, la
multiplication ne se produit que par fragmentation ; le trichome forme des cellules spéciales
appelées nécridies assimilées a des disques de séparation agirent comme des cellules

spécialisées uniques, permettant la rupture du trichome, au niveau desquelles le trichome est
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divisé en plusieurs parties pour donner de nouveaux filaments de 2 a 4 cellules appelées

Hormogonies.

Les cellules d’hormogonie subissent des processus d'agrandissement et de maturation
chaque individu va donner deux individus par scissiparité, qui lui sont identiques génétiquement
et plus ou moins morphologiquement (Théodore, 2017). Ils prennent la forme typique

hélicoidale, suivant un cycle de développement décrit dans la Figure 10.

Il convient de noter que la spiruline a une grande capacité de reproduction, des que le

Figure 10 : Cycle de vie de la spiruline (Balloni et al., 1980 in Charpy, 2008).

4. Classification taxonomique
La spiruline est une cyanobactérie (précédemment désignée par le terme « algue bleu »
puis cyanophyceées). Par conséquent, il appartient au domaine des bactéries (bactéries) et est
classés comme bactéries gram-négatives. Les cyanobactéries constituent la majorité des
bactéries capable de photosynthése avec production d'oxygene et peut étre unicellulaire ou
multicellulaire (Charp et al., 2018).

Selon Fox (1999), la position systématique est placée comme suit :

Régne : Monera

Sous régne : Procaryote
Embranchement : Cyanophyta
Classe : Cyanophyceae

Ordre : Nostocalles

Genre : Oscillatoria
Sous-genre : Spirulina platensi

0O O 0O 0O O O O

18



Chapitre 11 La Spiruline

5. Composition de la spiruline

5.1. Protéines

La teneur en protéines de la spiruline est élevée. Elle représente 60% a 70% de sa
matiere seche et possede la plupart des acides aminés dont les acides aminés essentiels (Huget
von der Weid, 2011).

% du poids sec
10

60
50

40
30 I
20 I
10 . -
0. -

SPIRULINE 0JA VIANDE  POISSON OEUF

Figure 11 : Positionnement de la Spiruline par rapports a d’autres aliments (Site. 01)

La spiruline est utile dans lI'alimentation humaine, en raison de la haute qualité et de la
quantité de ses protéines. La valeur nutritive d'une protéine est liée a la qualité des acides
aminés, au coefficient de digestibilité, ainsi qu'a sa valeur biologique acide aminé indispensable
qui ne peut étre synthétisé de novo par I'organisme et doit donc étre fourni par l'alimentation
(Charpy, 2008).
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Tableau 1 : Teneur en acides aminés de la spiruline (Site. 01)

Acides Aminés Teneur moyenne dans Principales
(AA) 10g de spiruline fonctions
AA essentiels
Isoleucine 350 mg (50% des AJR) | Indispensable dans le processus de croissance
Leucine 540 mg (49% des AJR) | Stimule les fonctions cérébrales
Lysine 290 mg (36% des AJR) | Production d’Anti corps, d’enzymes, d’ hormones
Méthionine 140 mg (23% des AJR) | Antioxydant puissant
Phénylalanine 280 mg (140% des AJR) | Indispensable a la thyroide
Thréonine 320 mg (64% des AJR) | Améliore la fonction digestive et intestinale
Tryptophane 100 mg (48% des AJR) | Contribue a la synthése de sérotonine
Valine 400 mg (44% des AJR) | Stimule les capacités mentales et physiques
AA non essentiels
Alanine 470 mg Participe au métabolisme du glucose
Arginine 430 mg Participe a la sécrétion de |’hormone de croissance
Acide aspartique 610 mg Participe  la synthése de plusieurs acides aminés
Cystine 60 mg Indispensable pour Iutilisation de la vitamine B6
Acide glutamique | 910 mg Indispensable dans le métabolisme azoté
Glycine 320 mg Intervient dans la production de I'ADN et I'’ARN
Histidine 100 mg Indispensable dans le processus de croissance
Proline 270 mg Indispensable dans la production de collagéne
Tyrosine 300 mg Précurseurs de la dopamine, production thyroxine
Sérine 320 mg Indispensable @ la formation des membranes des
cellules, protection des nerfs et synthése de créatine

*AA : Acides Amings, AJR : Apports Journaliers Recommandés.

5.2. Glucides

Les glucides représentent environ 15% a 25% de la matiére séche de la spiruline (Hug
& Vonder Weid, 2011), et sont principalement fourni sous forme de glycogeéne et de rhamnose.
Le glucose, le fructose, le saccharose et certains polyols comme le glycérol, le mannitol et le

sorbitol ne sont présents qu'en trés faible quantité (Niangoran, 2017).

5.3. Lipides

Les lipides représentent généralement de 6 a 8% du poids sec de la Spiruline mais ce
pourcentage peut atteindre 11%. La composition en lipides totaux se caractérise par un bon
équilibre entre acides gras saturés et acides gras polyinsaturés (AGPI). Elle se subdivise en
deux fractions : une fraction saponifiable « ou acides gras » (83%) et une fraction insaponifiable
(17%) (Charpy et al., 2008).
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5.4. Minéraux
Les minéraux particulierement intéressants de la spiruline sont le fer, le zinc, le
magnésium, le calcium, le phosphore et le potassium (Tableau 04).

Tableau 2: La teneur moyenne et les principales fonctions des minéraux et oligo-éléments de
spiruline (Manet, 2016).

Minéraux et | Teneur moy/10g de spiruline Principales fonctions
Oligoéléments
Calcium 130mg (10% des AJR) -Edification et renouvellement du
squelette
-Rythme cardiaque, systeme nerveux
Phosphore 67mg (8% des AJR) -Masse minérale du squelette osseux
-Réactions biochimiques de I'organisme
Fer 18-7mg (50)a 100% des AJR) | -Fabrication et fonctionnement de
I'némoglobine
-Constitution de myoglobine
Zinc 0.4mg (4% des AJR) -Activation de plus de 200 enzymes

Magnésium 50-25mg (9 a 25% des AJR) | -Masse minérale du squelette osseux
-Métabolisme glucidique et lipidique
(muscle« coeur« axe nerveux)

Potassium 100-200mg (5-10% des AJR) | -permeabilité des membranes

- régulation du rythme cardiaque

Sodium 0.09mg -Régulation pression osmotique
-Maintien de  I’équilibre  hydro-
électrolytique et de la masse hydrique

Sélénium 0.1-2.55 mg (20-100% des | Cofacteur des enzymes anti oxydantes
AJR) -Stimulant de I'immunité
Cuivre 0.1mg (5% des AJR) -Cofacteur de nombreuses enzymes
-Anti-inflammatoire, antioxydant
Manganese 0.4mg (12% des AJR) -Formations des os et des enzymes
-Métabolisme protéines« lipides«
glucides
-Stabilise taux de glucose sanguin
Chrome 0.25-0.03mg (16% des AJR) | -Métabolisme glucides: lipides: acides

nucléiques: cholestérol

5.5. Vitamines

La spiruline offre de nombreuses vitamines qui contribuent au bon fonctionnement de
notre organisme : des vitamines du groupe B (en particulier, vitamines B1, B2 et B12) qui
participent au métabolisme énergétique et au fonctionnement du systéme nerveux et la 3
caroténe, précurseur de la vitamine A, qui joue un réle essentiel dans la vision, la reproduction

des cellules et le fonctionnement normal du systéme immunitaire (Miranda, 1998).
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La vitamine B12, la plus fortement représentée dans la spiruline, est de loin la plus
difficile & obtenir dans un régime sans viande, car aucun végétal courant n’en contient (La
spiruline est 4 fois plus riche que le foie cru, longtemps considérée comme meilleure source de
vitamine B12) (Jourdan, 2006).

5.6. Enzymes
De nombreuses enzymes entrent aussi dans la composition de la spiruline, sortes «
facilitateurs » biologiques, dont I’exceptionnel SOD (superoxyde dismutase), qui représente

une arme majeure contre 1’oxydation ou le vieillissement cellulaire (Ahounou, 2018).

5.7. Pigment
Les trois principaux pigments contenus dans la spiruline, responsables de sa couleur,

sont la chlorophylle, la phycocyanine et la B caroténe (Sguera, 2008).

5.7.1. Chlorophylle
Le taux de chlorophylle contenu dans la spiruline est d’environ 1%, 1’un des plus élevés

que I'on puisse trouver dons la nature (Ahounou, 2018).

Sa structure étroitement apparentée a celle de I'némoglobine des mammiferes lui confére
parfois I’appellation de "sang vert". C’est a ce pigment photosynthétique que la spiruline doit
sa couleur verte : bien que ce ne soit pas le pigment le plus important en quantité, son fort
pouvoir colorant I’emporte sur les autres. Ce pigment aide a rétablir 1'équilibre acido-basique,
améliore la fonction cardiaque, régule le transit intestinal augmente le nombre de globules

rouges et favorise la guérison interne et externe (Cacal, 2019).

5.7.2. Phycocyanine
La phycocyanine, quant a lui, est le plus exceptionnel pigment faisant partie de la
composition de la spiruline (Sguera, 2008). Responsable de sa couleur bleutée, c’est le plus
puissant antioxydant et anti-radicalaire que 1’on puisse trouver. Véritable booster de nos
défenses naturelles, il stimule la formation des globules rouges, favorise 1’activité musculaire,
inhibe la croissance des cellules cancéreuses et détoxifie I’organisme de tous produits

chimiques nuisibles a note corps (Shmitz, 2014).

5.7.3. Béta-carotene
La béta—carotene, pigment orange, précurseur de la vitamine A, aussi présent dans la

spiruline en grande quantité, joue un réle important dans le renouvellement des cellules et dans
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les défenses immunitaires (Charpy et al., 2008). Possédant de nombreuses propriétés anti-
antioxydants pour lutter contre le vieillissement des cellules, il permet aussi de réduire les
risques de cancer, de favoriser la cicatrisation des plaies et de protéger la peau des agressions

extérieures (Perrault, 2017).
6. Principales applications de la spiruline

6.1. En alimentation humaine

Grace a son excellent profil nutritionnel, la spiruline présente plusieurs avantages :

- Utilisée par les nutritionnistes et les médecins sous forme de poudre et mélangée avec des

céréales et de I'eau pour aider les enfants souffrant de malnutrition sévére (Fox, 1999).

- Pour les sportifs, sa consommation facilite 1’effort et permet une meilleure récupération ; Par
sa composition, la spiruline convient trés bien aux enfants et adolescents ainsi qu’aux bébés en
age de consommer des protéines. Son apport en éléments essentiels de qualité, ainsi que sa
haute assimilabilité, sont idéaux pour les organismes en développement. Trois a cing grammes
par jour suffisent pour éviter les carences et éliminer les toxines liées a la restauration rapide

adorée des ador. Elle apporte également un plus sur la qualité de la peau (Vidalo, 2015).

- Sous la loupe de la diététique, la spiruline est utilisée comme complément protéique bénéfique
pour la santé. Agissant comme un produit coupe faim, elle réduit 1’appétit et optimise 'apport

énergétique (Tremblin & Moreau, 2017).

- En agroalimentaire, elle est utilisée comme colorant naturel (la phycocyanine est un des rares
pigments naturels de coleur bleue) dans les chewing-gums, sorbets, sucreries, produits laitiers,
boissons non alcoolisées. Elle apparait également dans une gamme de produits algaux mélangée
a du sel, des tagliatelles, etc. En Suisse et Japon, il existe depuis longtemps du pain a la spiruline
(Boudaoud, 2016).

. 6 2.En alimentation animale

Comme pour I’homme, la spiruline renforce aussi les défenses naturelles de 1’animal.
Elle joue un grand réle dans le maintien de son systeme immunitaire, lui permet de lutter contre
certaines maladies et agit contre son vieillissement et sa fatigue. Les chiens, les chats, les
poissons et les chevaux sont les animaux pour lesquels la spiruline et couramment utilisée. Chez
les chevaux, sa consommation est trés courante pendant la phase de croissance, de compétition

ou convalescence. Notons aussi que les bons éleveurs de poules n’hésitent pas a ajouter de la
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spiruline a leur alimentation. C’est une pratique de connaisseur qui participe a la ponte d’ceuf

d’une qualité nettement supérieure (Casal, 2019).

6.3. En cosmétique

En cosmétique, la spiruline est utilisée dans les masques cryogéniques et les cremes
anti-age, grace a ses effets régénérant cellulaires et tenseurs tissulaires. Elle est également
utilisée en combinaison avec d'autres algues, comme agent cicatrisant et antiseptique (Charpy
et al., 2008).

6.4. En thérapeutique
La spiruline s'avére étre un trésor de vertus thérapeutiques grace au potentiel de la
phycocyanine induit dans la lutte anti-cancer, SIDA, diabete et propriétés anti-inflammatoires

et hépatoprotectrices.

o Le traitement des carences nutritionnelles (malnutrition protéino-énergétique, anémie
ferriprive et hypovitaminose) ;

o Le renforcement des défenses immunitaires (une opportunité pour lutter contre les
maladies opportunistes) ;

o Le traitement de certaines affections dermatologiques ;

o Elle constitue également un partenaire efficace pour calmer les douleurs rhumatismales

et l'arthrose ;

Toutes ces applications nutritionnelles et les avantages thérapeutiques de la spiruline ont
permis aujourd’hui sa vente et sa consommation comme complément protéique ou aliment «

nutraceutique » (Khouas, 2013).
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1. Définition et structure de I’acrylamide

L’acrylamide (Fig. 12) est une molécule produite lors de la cuisson a haute Température
des aliments. 1l est également connu sous les noms de 2-propénamide, amide Acrylique, amide
de vinyle et acrylamide monomére. C’est une molécule trés polaire avec un Poids moléculaire
de 71 g/mol, un point de fusion de 84,5 + 0,3°c et un point d'ébullition Elevé de 136°c a 3,3
kipas (Weisshorn, 2004).

L'arylamine est trés soluble dans I'eau (215,5 g/100 ml a 30 °c) et dans de nombreux
Solvants organiques comme les alcools, I'acétone, I'acétonitrile, Iégerement soluble dans
L’acétate d'éthyle, le dichlorométhane, 1'éther d’éthylique. Il est insoluble dans I'hexane et
D’autres alcanes et alcenes ; sa volatilité est faible. Il n'a pas d'absorption UV significative au-

dessus de 220 nm.

O

HQC/ =

NHo

Figure 12 : Formule chimique de I’acrylamide en 2D et 3D (Belhadj, 2018).

L'acrylamide contient une double liaison électrophile réactive et un groupe amide
réactif. Il présente de faibles propriétés acides et a la fois basiques (Friedman, 2003).
L'acrylamide peut étre produit industriellement pour la synthése du polyacrylamide et utilisé
dans le traitement des eaux usées en tant que floculant, la stabilisation des sols, dans les
cosmeétiques, le papier et le textile (Friedman, 2003). L’acrylamide est décrit comme une
neurotoxine, endotoxine et est probablement cancérigene pour I'homme (Friedman, 2003).

26



Chapitre 11

L’Acrylamide

Tableau 3: L'identité de la substance : Acrylamide (Reggad & Safir, 2019)

No CAS 79-06-1 ATC, 2002
INRS, 2007
INRS, 2010
ATSDR, 2012
INERIS, 2019
Nom dans la LIS 2-propénamide NCI, 2008
Noms dans les NCI Acrylamide (allemand) (EINECS, SWISS) NCI, 2008
Acrylamide (espagnol) (EINECS) INRS, 2007
Acrylamide (anglais, francgais) (LIS, EINECS, | INRS, 2010
ENCS, ECL, PICCS)
2-propénamide (AICS, ASIA-PAC, DSL,
ECL, Nico, PICCS, SWISS, TSCA)
Autres noms Acrylamide monomere ; Acide/ Amide | NCI, 2008
Acrylique ; Bio Acrylamide 50 ; Ethyléne | INRS, 2007
carbétamide ; carbétamide ; 2- Propene amide | INRS, 2010
; Amide vinylique
Groupe /Sous-groupe | Produits chimiques organiques /Acrylamide | INRS, 2007
chimiques et amide ; Amide insaturé INRS, 2010
NCI, 2008
Formule chimique brute | C3 Hs NO INRS, 2007
INRS, 2010
INERIS, 2019
Formule chimique semi 0 INRS, 2007
développée H.C H [::,::.f
2=C—L,
NH,
Danger et identification INRS, 2007
du risque INRS, 2019

Sl

H301 - Toxique en cas d'ingestion

H312 - Nocif par contact cutané

H315 - Provoque une irritation cutanée

H317 - Peut provoquer une allergie cutanée
H319 - Provoque une sévére irritation des
yeux

H332 - Nocif par inhalation

H340- Peut induire des anomalies génétiques
H350 - Peut provoquer le cancer

H361f - Susceptible de nuire a la fertilité
H372 - Risque averé d'effets graves pour les
organes a la suite d'expositions répétées ou
d'une exposition prolongée.
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2. Proprietés physico-chimiques de ’acrylamide
2.1. Propriétés chimiques

L'ACR posséde les propriétés chimiques de la fonction vinyle et de la fonction amide
(Fig. 13).

/
groupement vinylique : groupement amide :
réactions d'addition, de hydrolyse, déshydratation,
cyclisation, de polymérisation estérification, condensation avec
et de copolymérisation les aldéhydes

Figure 13: Réactivité de I’ACR (Klein, 2007).

L'ACR contient une double liaison électrophile réactive et un groupe amide réactif. Il
présente de faibles propriétés acides et a la fois basiques (Friedman, 2003). Elle peut également
réagir avec les agents oxydants forts ainsi que les bases fortes. Sa décomposition thermique

donne lieu a un dégagement de fumées acides et d’oxydes d’azote (INRS, 2007).

2.2. Propriétés physiques

L'ACR est un composé qui se présente sous forme de poudre cristalline blanche inodore.
C’est une molécule tres polaire avec un poids moléculaire de 71 g/mol, un point de fusion de
84,5 £ 0,3°C et un point d'ébullition élevé de 136°C a 3,3 kPa R (Weisshaar & gutsche, 2002).

L'ACR se sublime lentement a température ambiante. Il est trés soluble dans I'eau (2155
g/l a 30°C) et soluble dans de nombreux solvants organiques (méthanol a 1555 g/l, éthanol
a862g/l, Acétone a 631 g/l, acétate d'éthyle a 126 g/l). 1l est également commercialisé sous la
forme de Solutions aqueuses a 30 - 60 % d'ACR stabilisé (pH =5 a 6,5) (INRS, 2007).

Le chauffage, I'humidité ou les radiations UV provoquent sa polymérisation en
polyacrylamide. Les solutions commerciales contiennent du cuivre (< 100 ppm) ou d'autres
antioxydants pour le stabiliser et éviter qu'il ne se polymérise. Le polyacrylamide peut se

dépolymériser en ACR sous I'effet de la température et de la lumiere (Smith et al., 1996).
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3. L’acrylamide dans les aliments

L'acrylamide a été détecté dans tous les types d'aliments, notamment la viande, le pain et les
produits de pommes de terre préparés a des températures élevées (Tarek et al., 2002). Des
quantités relativement faibles peuvent étre trouvees dans les aliments soumis a des températures
allant jusqu'a 260°C (Morjovice, 2004).

Il est présent aussi dans les aliments cuits ou chauffés aux micro-ondes. Les feuilles de
Thé et les grains d'orge grillés contiennent aussi de ’acrylamide. Il se forme dans les aliments
riches en glucides pendant la friture, la cuisson et la torréfaction. Dans le café moulu il peut y
avoir des teneurs relativement élevées d'acrylamide jusqu’a 400 nm/g de poudre. L'acrylamide
est une substance trés polaire, il n'est pas Surprenant qu’il est également détecté en grandes
quantités dans les cafés brassés. Aucune trace d’acrylamide n’a été détectée dans un résidu
analysé aprés une préparation de café, il semble que tout I’acrylamide dans la poudre de café
soit transféré a I'eau ou il est tres stable. Aucune diminution significative de la concentration
d'acrylamide n’a été observée méme aprés cing heures de chauffage (Andrzejewski et al.,
2004).

Tableau 4: Niveaux d'ACR dans différents aliments (Tessier & Niquet, 2007).

Aliments Intervalle
(ng/kg)
Chips de pomme de terre 269.21-
1405.30
Boisson a base de lait 2.6-5.3
Nourriture a base de céréales 11-17
Soupe, purée 14-15
Purée de fruits 5.7-7.3
Plat prét-a-manger a base de 19-20
légumes
Plats cuisinés a base de 14-14
viande/poisson
Croustille et toast 10-300
Crodte de pain et craquelin 0.05-500
Chips de pommes de terre 100-10000
Le café torréfié 2-100
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4. Voies de formation de I’acrylamide
La voie principale de formation de I’acrylamide dans les aliments est la réaction de
Maillard. Selon certains auteurs (Becalski et al., 2003 ; Stadler et al., 2003), il existe d’autres

voies de formation, mais elles sont mineures.
4.1. La réaction de Maillard

La réaction de Maillard porte le nom de Louis-Camille Maillard, premier chercheur
ayant exploité la réaction de I'acide aminé avec des glucides. 1l a ensuite été signalé que les
acides aminés en combinaison avec différents hydrates de carbone réagissent a des températures
supérieures a 100° C, formant la couleur typique brune foncée et la saveur des aliments cuits
(Stadler et al., 2003). Grace a cette réaction extrémement complexe, non seulement des
propriétés souhaitables comme la couleur, I'ardme et le goQt sont acquises, mais aussi des

composeés antioxydants sont formés (Andrzejewski et al., 2004).
4.1.1 Les différentes étapes de la réaction

La réaction de Maillard constitue un ensemble trés complexe de réactions encore mal
conques. La réaction était décrite comme la succession de trois étapes majeures (Aragon,
2008).

a. L’étape précoce initiée par la condensation entre le sucre réducteur et le composé aminé et
Produisant le produit d’Amadora dans le cas ou le sucre est un aldose, ou le produit de
Heyse, il s’agit d’un cétose.

b. L’étape avancée, correspondant a la formation a partir du produit d’Amadora, de nombreux
produits plus stables, de scission et déshydratation (acidocétoses, réductions, furanes, etc.)
ou encore de cyclisation et/ou condensation (composés de type pyrazine, Pyrrol et
pyrimidine).

c. L’étape finale découlant de la polymérisation de composés formés en étape 2 et produisant

les mélano dines brunes.

Cette réaction, a des vitesses trés diverses dépendant de la température et des conditions
physicochimiques du milieu (pH, teneur en eau, concentration et réactivité des substrats), peut
se dérouler dans les aliments, dans les sols et dans les milieux biologiques. Il est cependant
admis que les me : anodines ne peuvent se former aux températures physiologiques, parce qu’ils

nécessitent une énergie d’activation élevée (Belhadj Benziane, 2018)
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4.1.2. Les produits de Maillard indésirables dans les aliments

Parmi les multiples molécules formées au cours des différentes étapes de la réaction de
Maillard, certaines font aujourd’hui 1’objet de recherches intenses du fait du risque possible que
leur ingestion peut entrainer sur la santé. Citons les amines hétérocycliques formées
essentiellement dans les produits carnés riches en créatinine (Cheng, 2006), I’ACR issu de la
réaction de Maillard sur I’asparagine et le furane issu de la décomposition des sucres, vitamine
C et AGPI, facilitée par les amines (Birlouez-Aragon et al., 2010) Ces trois molécules sont
reconnues comme cancérogénes et sont présentes dans de nombreux aliments que nous
consommons quotidiennement. De son c6té, la carboxyméthyllysine (CML) est un composé

trés étudié pour trois raisons :

a. C’est un produit avancé de Maillard stable et provient de voies réactionnelles mettant en
jeu des substrats initiaux différents (sucres, vitamine C et lipides insaturés (Fu et al., 1996).

b. 11 se forme aussi bien dans I’aliment (Charissou, 2007) qu’au sein de 1’organisme (Knecht
etal., 1991).

c. Il est directement impliqué dans les cascades de réactions intracellulaires inflammatoires,
du fait d’une reconnaissance de la molécule par les récepteurs RAGE (Receptors for
advanced Glycation End Products), eux-mémes impliqués dans la réponse inflammatoire
(Kislinger et al., 1999).

4.1.3. Impact santé des produits de Maillard alimentaires

Nous ne possedons gue trés peu de données relatives a cette question et celles-ci sont
déduites d’études animales, le plus souvent apres induction d’un diabéte non insulinodépendant
ou d’une néphropathie. En effet, le diabéte et I’insuffisance rénale constituent des facteurs de
risque d’accumulation des produits de Maillard endogénes ou AGEs. Dans le premier cas, celle-
ci résulte de I’augmentation moyenne de la glycémie, dans le second cas, elle est liée a une

excrétion incomplete de ces produits (Birlouez-Aragon, 2008).

L’administration de produits de Maillard alimentaires a des animaux par différents
moyens (aliments autoclavés, supplémentation du régime avec des protéines modifiées par
réaction de Maillard) révele une aggravation des processus dégénératifs, concernant notamment
les complications diabétiques, la néphropathie et 1’athérosclérose (Lin, 2003 ; Sandu, 2004).
Quelques études ont été conduites chez I’Homme, essentiellement chez des patients diabétiques
de type I1. Les deux études majeures réalisees a ce jour (Erbersdobler, 2001 ; Negrean, 2007).

Confirment que I’absorption de PM en forte concentration au travers d’aliments grillés
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augmente le taux de cytokines circulantes (notamment CRP, TNF alpha) et le stress oxydant.
Les résultats d’une autre étude (Saavedra et al.,2008) et montrent que la diminution du taux
d’ingestion des PM a permis de diminuer significativement le stress oxydant comme en atteste

1’élévation conjointe de la vitamine C et E plasmatiques.

5. La toxicité de PACR

Le polymere de I’acrylamide est non toxique, mais le monomere est neurotoxique pour

1’étre humain et les animaux de laboratoire (Gamboa et al., 2003).
5.1. Toxicité expérimentale

5.1.1. Toxicité aigué
L’ACR est toxique par voie orale chez les animaux de laboratoire (rongeurs, chat, porc,
lapin) aprés administration aigué. L'ACR a entrainé des phénomenes d'ataxie, de convulsions,
de faiblesse musculaire et de perte de poids (Manson et al, 2005). Chez les rats la Dose Létale
50 (DLso) se situe autour de 107 a 203 mg/kg (Svensson et al., 2003 ; Sharma et al., 2008).

5.1.2. Toxicité sub-chronique et chronique
L’acrylamide est essentiellement un agent toxique pour le systeme nerveux et les

testicules (ECB, 2002 ; INRS, 2007).
a. Neurotoxicité

L'exposition des animaux a 1’acrylamide par voie orale provoque 1’apparition de signes
cliniques L’exposition de neurotoxicité (perte de I’usage des membres, tremblements et manque
d’équilibre) chez toutes les espéces utilisées (primates, chiens, chats, rongeurs). A I’examen
microscopique, des modifications dégénératives (perte de myéline sur les fibres nerveuses des
cellules ganglionnaires et axonales) des nerfs périphériques et optiques ont été observées. La
dose sans effet est 0,5 mg/kg/j pendant 2 ans chez le rat et 0,3 mg/kg/j pendant 1 an chez le
chat. Ces I¢ésions sont réversibles a I’arrét de I’exposition apres 30 semaines chez les primates
et apres 5 semaines chez les rongeurs. Chez la souris (gavage, 36 mg/kg/j, 2 fois/sem, 8 sem)
et le rat (eau de boisson, 20 mg/kg/j, 90 j), en plus des effets neurologiques, une atrophie
testiculaire avec diminution du nombre de spermatides, de spermatocytes et de spermatozoides
et apparition de cellules géantes multinucléées ont été observés (ECB, 2002 ; INRS, 2007).
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b. Effets génotoxiques

L’acrylamide et le glycidamide peuvent former des adduits d'hémoglobine mais seul
le glycidamide peut former des produits d'addition avec des groupes amino de I'ADN (acide
désoxyribonucléique) (Gamboa et al., 2003). Cette fonction du glycidamide implique la
génotoxicité. En outre, les niveaux élevés d'acrylamide peuvent causer des mutations

génétiques et la transformation cellulaire (Park et al., 2002).

L’acrylamide est clastogéne in vitro et in vivo ; il est mutagene pour les cellules
germinales des animaux, et induit des lésions génétiques héréditaires. Son métabolite principal,

le glycidamide, serait responsable de la génotoxicité (Yang et al., 2005).

- In vitro, I’acrylamide n’est pas mutagéne pour les bactéries et est peu ou pas mutagéne pour

les cellules de mammifeére en culture.

- In vivo, I’acrylamide provoque chez la drosophile, une augmentation équivoque du taux des
mutations somatiques et provoque chez les rats et souris des mutations et une clastogenese dans

les cellules somatiques et germinales.

Le glycidamide induit 1’apparition de micronoyaux dans la moelle osseuse de la souris,
en relation avec la dose (12 - 50 mg/kg, ip), et & un taux moindre dans celle du rat (50 — 100

mg/kg, ip) ainsi qu’une synthése non programmée de I’ADN dans les spermatides du rat.

(Toker et al., 2016 ; Slayne, 2005 ; Eman, 2008 ; Weisshaar, 2002 ; INRS, 2007).
c. Effets cancérogenes

L’acrylamide est cancérogéne pour de nombreux organes chez le rat et la souris. Il
est classé comme probablement cancérogene pour I’homme (Gamboa et al., 2005) administré
par voie orale, I’acrylamide provoque chez le rat une augmentation, chez le male, du taux
d’adénomes folliculaires de la thyroide et de mésothéliomes testiculaires et, chez la femelle,
des tumeurs de la glande mammaire, du systéme nerveux central, de la thyroide, de la cavité
orale, de I’utérus et de la glande clitoridienne. Chez la souris A/J, il induit une augmentation du
taux et du nombre d’adénomes pulmonaires. Il a également été montré comme agent initiateur
de cancérogenese cutanée chez la souris aprés administration orale. Un essai de cancérogenése
a long terme chez la souris, plus sensible que le rat, est en cours pour le National Toxicology
Program (Lyon, 1994 ; INRS, 2007).
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d. Effets sur la reproduction

L’acrylamide est toxique pour la reproduction : il produit des modifications génétiques
dans le sperme du méle, une baisse de poids des petits et des effets neurologiques a des doses

neurotoxiques pour les meres (Lyon, 1994 ; INRS, 2007).

5.2. Toxicité sur I'homme

Chez I'nomme, I'exposition & I'ACR par voie orale ou dermique en milieu professionnel
a été largement étudiée. On observe des effets comparables a ceux observés chez les animaux
de laboratoire, c'est-a-dire principalement des signes de toxicité nerveuse périphérique comme
des fourmillements, une incoordination motrice, de toxicité centrale comme des troubles de la
mémoire, de la concentration ou du sommeil. De plus, on observe des signes généraux comme
de la fatigue ou une perte de poids apres quelques jours d'exposition (Manson, 2005 ; INRS,
2007).

5.2.1. Toxicité aigle
En milieu professionnel, les sujets sont principalement exposés par voies inhalatoire et
cutanée (INRS, 2007). Des cas d’intoxication aigué sont rapportés apres ingestion volontaire
d’acrylamide. Dans un cas, les symptdmes sont apparus 5 heures aprés I’ingestion (d’une dose
de l'ordre de 375 mg/kg) associant hallucinations avec hypotension, suivies par des
convulsions, puis au 3eme jour par une géne respiratoire (avec toux), une atteinte neurologique

périphérique (persistante 2 mois plus tard) et une atteinte hépatique (INRS, 2007).

Plusieurs cas d’irritation cutanée sont rapportés lors d’expositions professionnelles a
I’acrylamide : irritation, un rash cutané, une desquamation palmaire, une sudation et une
dermatose de type acnéiforme de la face et des mains. Ces symptémes précédent pratiquement

constamment les signes d’atteinte neurologique (Nicnas, 2002).

Plus recemment un cas d’eczéma des mains, des poignets et de la face est rapporté chez
une biochimiste travaillant avec des gels de polyacrylamide depuis 9 mois ; les patchtests avec
de I’acrylamide a 1 % dans la vaseline sont positifs et 2 mois plus tard, ils sont toujours positifs

méme a 0,001 % dans la vaseline (Aalto-Korte et al., 2002).

5.2.2. Toxicité chronique
Les études épidémiologiques et les rapports de cas retrouvent dans tous les cas des
atteintes neurologiques périphériques lors d’expositions par voies cutanée et/ou inhalatrice a

I’acrylamide ; ces mémes effets sont apparus lors d’expositions répétées par voie orale
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(Weideborg et al., 2001). La part de 1’absorption cutanée dans 1’apparition de ces symptdmes
ne peut étre quantifiée (INRS, 2007).

Le role de I’exposition par voie dermale dans I’apparition des symptdmes cutanés
(érythéme, desquamation et hypersudation des mains) ainsi que dans I’apparition des signes
systémiques est tres probable (Nicnas, 2002 ; Hagmar, 2001). Toutes ces anomalies semblent

réversibles 16 mois aprés arrét de I’exposition (Kjuus et al., 2004).

Il a été constaté aprés 2 mois des atteintes neurologiques du bétail notamment, mais
aussi des travailleurs (Hagmar et al, 2001). Ces études épidémiologiques chez I'homme aprés
des expositions professionnelles, ont suggéré que le systéme nerveux était le principal site de
toxicité chez I'homme (Lo Pachin, 2004).

a. Effets génotoxiques

L'acrylamide et le glycidamide peuvent étre décontaminés dans les cellules par
combinaison avec le glutathion, ou par hydrolyse (Gamboa da Costa, 2003). En outre, une
teneur ¢levée d’acrylamide dans les produits d'addition d'hémoglobine est détectée chez les
fumeurs (Gamboa et al, 2003) car I’acrylamide se trouve également dans la fumée de tabac a
la suite d'une combustion incompléte ou de chauffage de la matiére organique (Tareke et al.,
2002).

b. Effets cancérogenes

L’acrylamide est un cancérogene probable pour I'étre humain (Gamboa da Costa,
2003 ; Waxman, 2001). Les 23 experts scientifiques de la consultation, spécialisés en
cancérogenese, toxicologie, technologies alimentaires, biochimie et chimie analytique, ont
retenu un certain nombre de questions importantes a étudier d’urgence. Si 1’on sait que
I’acrylamide provoque le cancer chez I’animal de laboratoire, il n’y a pas encore eu d’étude sur

la relation entre cette molécule et le cancer chez I’étre humain (W. H. Organization, 2002).
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1. Préparation des extraits de la spiruline

Les échantillons de spiruline utilisée dans cette étude ont été achetés sous forme de

poudre conditionnée en sac de contenance de 100g (Fig. 14).

Figure 14: Spirulina platensis en poudre.

1.1. Extrait aqueux

Une quantité de 20g de poudre de spiruline sont mises a macérer dans 1000ml de 1’eau
distille pendant 24 heures par agitation a température ambiante, puis le centrifuge (5000t\10min
ad).

Le surnageant de L’ extrait aqueux est récupérer apres filtration du mélange a 1’aide d’un
papier filtre pour éliminer tous les débris cellulaires, permettant ainsi d’obtenir un extrait

caractérisé par une couleur bleu verdatre, Stocker I’extrait dans le réfrigérateur a 4°C.
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Figure 15 : Préparation de 1’extrait aqueux de la spiruline

[(A) Filtration, (B) Produit final]

1.2. Extrait hydro-méthanolique

La méthode utilisée est celle décrite par Bruneton (1999). Elle est basée sur le degré de
solubilité des molécules dans les solvants modifiés. 20 g de la poudre de spiruline sont mises a
macérer dans 300ml mélangés du méthanol a 85%. L’extraction est réalisée par macération a
température ambiante a 1’abri de la lumiére pendant 72 heures. Aprés une double filtration sur
un papier filtre, le filtrat sont évaporés sous vide a I’aide d’un rota vapeur (BUCHI —

zwitzerbland) a 45°c puis tous les extraits sont conservés a froid jusqu’a leur utilisation.

Figure 16 : Préparation d I’extrait hyméthanolique de la spiruline

[(A) Rota-vapeur, (B) Produit final]
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2. Quantification des polyphénols, flavonoides et phyco-cyanines
2.1. Dosage des composés phénoliques totaux

2.1.1. Principe
La teneur en composes phénoliques des trois extraits a été estimee par la méthode de
Folin-ciocalteu selon (Li et al., 2007) cette méthode colorimétrique utilise le réactif de
FolinCiocalteu de couleur jaune qui est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (12M0O3H3PO,).

Son principe est basé basée sur la réduction en milieux alcalin de la mixture
phosphotungstique phosphomolybdique de réactif de Folin par les groupements oxydables des
composes phénoliques, conduisant a la formation de produits de réduction de couleur bleue.
Ces derniers présentent un maximum d’absorption a 765 nm dont 1’intensité est proportionnelle

a la quantité de polyphénols présents dans 1’échantillon (Georgé et al., 2005).

2.1.2. Mode opératoire
Nous avons ajouté 1 ml de réactif Folin (dilué 10 fois) a 200 ul d'échantillon ou d'étalon
(préparé dans du méthanol) avec les dilutions appropriées, et apres 4 minutes, nous avons ajouté
800 ul de solution de carbonate de sodium (0,75 %) a la réaction de mode. Aprés 2 heures
d'incubation a température ambiante, on mesure I'absorbance a 765 nm. La concentration en
polyphénols totaux est calculée a partir d'une ligne d'étalonnage générée a l'aide d'acide gallique

(0-100 pg/mL) et exprimée en mg d'équivalent acide gallique par gramme d'extrait.
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Figure 17 : Protocole expérimental de dosage des polyphénols totaux.

2.2. Dosage des flavonoides

2.2.1 Principe
L’évaluation quantitative des flavonoides dans les extraits a été réaliseée selon la méthode
du trichlorure d’aluminium (AICI3). Ce reéactif forme un complexe flavonoides- Aluminium

ayant un maximum d'absorption a 430 nm (Bahorun et al., 1996).

2.2.2. Mode opératoire
Nous avons ajouté 1 ml de chaque échantillon (dilué dans du méthanol) a 1 ml de solution
d'AlClz (2% dans du méthanol). Dix minutes aprés le début de la réaction, on lit I'absorbance a
430 nm. Une plage standard est générée séparément a 1’aide de quercétine (200 pg/mL) pour
calculer la concentration en flavonoides dans chaque extrait. Les résultats des tests sont

exprimés en équivalents milligrammes de quercétine par gramme de lyophilisat.
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Pour préparer une solution mere de querceétine, dissoudre 5 mg dans 50 ml ou 10 mg

dans 100 ml pour obtenir une concentration de 200 pg/ml.

Solution mére de La quercétine |
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Figure 18 : Protocole expérimental de dosage des flavonoides.

2.3. Dosage des phycocyanines (Extraction par sonification)
Nous mettons 10 mg de spiruline en suspension dans 100 ml de tampon, la solution est

mise sous I’action de I'ultrason pendant 5 min. Aprés une centrifugation (9000 tours/15min a
4°C).

Nous prélevons le surnageant et nous ajoutons de nouveau au culot 100 ml de tampon puis
nous le remettons a I’action de 1’ultrason pendant 2 a 3 min. Une centrifugation ultime est
réalisée afin de prélever le surnageant et le melanger avec le premier et mesurer les DO a 615,
652 ,620 et 280 nm. Enfin, le calcul du pourcentage en phycocyanine est fait par la formule
(Bennett & Bogorad, 1973).

PC = [Abssis- 0,474 x Abses] / 5,34

La pureté de phycocyanine est déduite selon la forrmule : Abs2o/Ab2so
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Avec : - Aba 620 nm indiquant la concentration de la phycocyanine.

- Aba 280 nm indiquant la concentration totale des protéines.

Figure 19: Sonification de la spiruline.
Tampon phosphates (0,1 M, ph 7,4) :
Solution A : Nous avons dissous 5,37 g de Na2HPO4 dans 150 ml d'eau distillée,
Solution B : Nous avons dissous 1,35 g de NaH2PO4 dans 100 ml d'eau distillée,
Puis nous avons mélangé 109,62 ml de solution A avec 15,37 ml de solution B et ajusté le pH.
a 7.4 En ajoutant la solution A ou la solution B.

Figure 20 : pH metre
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3. L’évaluation de I’activité anti-oxydante de la spiruline “in Vitro™
3.1. Test de piégeage du radical libre DPPHe (2,2-diphenyle-1-picrylhydrazyle)

3.1.1. Principe
Pour étudier I’activité anti-radicalaire des trois extraits, nous avons opté pour la methode
de DPPH (a,a-diphényl-p-picrylhydrazyl, C1sH12NsOg). Le test est basé sur la mesure de la
capacité de piégeage des antioxydants. L'électron impair de I'atome d'azote dans le DPPH est
réduit en recevant un atome d'hydrogene des antioxydants pour former [I'hydrazine
correspondante (Kedare & Singh, 2011).

Le DPPH est un composé radicalaire stable qui se présente sous la forme d'une poudre
noire. 1l peut se dissoudre dans I'éthanol ou le méthanol. Un atome du pont d'azote contient un
électron libre sur ce radical. La délocalisation de cet électron est a I'origine de la teinte bleue
violette caractéristique du réactif. Lorsque le DPPH réagit avec un antioxydant, un atome
d'hydrogene est attaché au radical. Ce fait entraine une perte de couleur. Cette perte de couleur
est mesurée spectrophotométriquement a 515-518 nm (EI Babili et al., 2020).
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Forme radicalaire DPPHe Forme non radicalaire DPPH

Figure 21 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPHe (entre l'espéce radicalaire
DPPHe et un antioxydant (AH). (Molyneux, 2004).

3.1.2. Mode opératoire
Selon la méthode écrite par (Mansouri et al., 2005), on prépare une solution de DPPH
en dissolvant 2,4 mg de DPPH dans 100 ml de méthanol (6x10-5 M). On ajoute ensuite 25 pL
de I'extrait ou de la solution étalon (acide ascorbique) a 975 pLL de DPPH, on laisse le mélange
dans l'obscurité pendant 30 minutes, puis on mesure le changement de couleur par rapport au
contréle négatif contenant la solution de DPPH et le méthanol a une longueur d'onde de 517

nm.
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Figure 22 : Protocole expérimental de Piégeage du DPPH.

L’activité anti radicalaire est estimée, en calculant le pourcentage d’intuition :

1% = [(Abs contréle — Abs échantillon) / Abs controle] x 100

Abs contrdle : Absorbance du con7tréle négatif a 517 nm.

Abs échantillon : Absorbance de I’échantillon a 517 nm.

Pour évaluer cette activité, une gamme des dilutions a été préparée pour I’acide ascorbique

et les extraits allant de 0 a 2 mg/ml.
Calcul des IC50

La concentration de I'échantillon nécessaire pour réduire 50 % du radical DPPH est
appelée 1Cso (concentration inhibitrice de 50%), également connue sous le nom d'EC50
(Efficient concentration50). L’ICsq est calculée graphiquement en utilisant les pourcentages

44



Matériels et méthodes

d'inhibition en fonction de différentes concentrations des extraits testés (Torres, 2006). L'acide

ascorbique est utilise comme contréle positif.
4. L’évaluation de I’activité neuro-protectrice de la spiruline “in Vivo"

4.1. Présentation de model d’insecte utilisé

4.1.1. Description de la drosophile "Drosophila melanogaster”

D. melanogaster, organisme modele, est aussi appelée mouche du vinaigre (Fig. 23).
C'est un insecte hygrophile, et holométabole & métamorphose compléte. Ces mouches, aux yeux
rouge vif, sont de couleur brun jaunétre, avec des anneaux transversaux noirs au travers de
I’abdomen. Les adultes de D. melanogaster ont un poids moyen de 0.54 mg et une longévite de
30 jours a une température de 29° C. Un dimorphisme sexuel est présent ; en effet, les femelles
mesurent environ 3 a 4 millimetres de long mais les males, un peu plus petits (3 millimetres)
ont la partie arriére de leur corps plus foncée (Fig. 23). D. melanogaster présente un potentiel
reproducteur important (les femelles peuvent pondre jusqu'a 500 ceufs en dix jours

(Bouharmont et al., 2007).

Figure 23 : Adulte de D. melanogaster (site3).

4.1.2. Position systématique
La position systématique de D. melanogaster est la suivante :
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Tableau 5: Systématique de D. melanogaster

Régne Animale
Embranchement : Arthropoda
Sous embranchement : Hexapoda
Classe : Insecta
Sous-classe : Pteryogota
Infra-classe : Neoptera
Ordre : Diptera
Sous-ordre : Brachycera
Infra-ordre : Muscomrpha
Famille : Drosophilidae
Sous-famille : Drosophilinae
Genre : Drosophila
Espeéce : D. Melanogaster (Meigen, 1830)

4.1.3. Caractéristiques

D. melanogaster est caractérisée par une reproduction tres rapide ; cet insecte élevé au
laboratoire, se reproduit toute I’année, sans interruption, avec une nouvelle génération tous les
10 jours & une température de 25 °C donnant ainsi plus de 30 générations par ans (Bouali &
Ben merzouk, 2014).

- Organes sexuels : Lorsque la mouche est sur le dos (Fig. 24). On peut observer chez le
male le pénis trés coloré situé a I’extrémité de I’abdomen alors que la plaque vaginale située au

méme endroit chez la femelle n’est pas colorée (Bouali & Ben merzouk, 2014).

Figure 24 : Organes sexuels des drosophiles. (Talbi & Doghbal, 2016).
[(A) pénis Méle et (B) plaque vaginale Femelle]
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- Peignes sexuels : C’est une petite touffe de soies noires (Fig. 25), située au niveau du
premier article du tarse de la patte antérieure et qui n’existe que chez les males (Bouali & Ben
merzouk, 2014).

Figure 25 : Peignes sexuels chez les drosophiles males. (Talbi & Doghbal, 2016).
[(A) Patte antérieure femelle et (B) Male]

4.1.4. Cycle de vie de D. melanogaster
Le cycle de vie complet de la D.melanogaster est relativement rapide et ne prend
qu’environ 10 a 12 jours a température ambiante. La drosophile le développement est divisée

en plusieurs stades : embryon, larve, pupe et adulte (Ong et al., 2015).

- Embryon : Les ceufs sont pondus sur la nourriture et I'embryogenése a lieu a l'intérieur de
'ceuf. En moins de 24 h, la larve du premier stade éclot et commence a se nourrir (Ong et
al., 2015).

- Larve : Cette phase d'alimentation et de croissance durera quatre jours. Une augmentation
d'environ 200 fois du poids de la larve est attendue pendant la phase de croissance et est en
grande partie due a I'endoréplication des tissus larvaires. Cependant, les tissus larvaires ne
seront pas la partie de la mouche adulte car ces tissus sont cassés vers le bas pendant la
métamorphose au stade de pupe. L'imaginal disque, qui est constitués de cellules diploides
de I'épithélium, contribuera éventuellement au développement de I'adulte structures de vol
(Ong et al., 2015).

- Pupe : A la fin du troisieme stade, les larves s'arrétent se nourrir et laisser la nourriture a la
recherche d'une zone de pupaison. Au stade nymphal, la métamorphose se produit pendant

quatre jours, aprés quoi les mouches adultes éclosent (Ong et al., 2015).

47



Matériels et méthodes

- Adulte : Les femelles sont prétes a s'accoupler en moins de 24 h aprés éclosion et peut

pondre jusqu'a 100 ceufs par jour. Les mouches adultes vivent environ deux mois apre

I'éclosion (Ong et al., 2015).

Male Femelle
™ )
=
4- Sjowrs & J 26h
Pupe CGuf
Oycls du vis
Drosophin
Mismogusse
280
430

Larve 3éme stade Larve 2éme stade Larve lére stade

Figure 26 : Cycle de vie de D. melanogaster. (Kennaz, 2022).

4.1.5. Technique d'élevage
Les drosophiles sont elevées sur un milieu de culture standard contenant de la farine de
mais, de la levure, un fongicide et de ’eau (Bourdet, 2014). Maintenu a 25 + 2 ° C et une
humidité relative de 65 + 5% sous une photopériode de 12 h de lumiére : 12 h d'obscurité
(Kissoum & Soltani, 2016 ; Elbah, 2017). Elles sont élevées dans des tubes en verres et des
flacons. Environ 80 adultes pondeurs sont transférés tous les 3 a 4 j sur un nouveau milieu et
renouvelés tous les 15 ou 21 j (Bourdet, 2014).
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Figure 27 : Elevage de D. melanogaster au laboratoire.

4.2. Etude toxicologique de I’Acrylamyde
Le test de toxicité consiste a exposer ou a administrer (par ingestion) de différentes
concentrations 1’ Acrylamyde aux adultes &gées (de 03 a 05 jours) de la drosophile, dans des

conditions bien contrélées du laboratoire.

Sept cent microlitres de chaque concentration a tester (0,25, 1, 2,5 et 5 g/L), sont
rajoutées a 10 g de milieu de culture, qui sont ensuite déposées dans des tubes. Dans chaque
tube, 30 adultes prélevés au hasard dans 1’élevage de masse. En revanche, nous avons réalisé
un traitement a la spiruline en utilisant différentes concentrations d’extrait aqueux et hydro-
méthalonique (5g/L, 10g/L, 20g/L) dans le but de déterminer sa capacité protectrice et
améliorative contre I’ Acrylamyde (n=30). Trente autres adultes sont mis dans un autre tube ne
contenant que la nourriture témoin, il s’agit d’un lot témoin. Toutes les séries de traitement sont
répétés trois fois. Le suivi de la mortalité des adultes se fait quotidiennement apreés 24, 48, 72,
96 et 120 heures.
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Figure 28: Traitement des adultes de D. melanogaster par I'acrylamide a différentes
concentrations (photo originale)

Figure 29 : Traitement des adultes de D. melanogaster par la spiruline a différentes
concentrations (photos originales) .

[(A) Extrait aqueux et (B) Extrait hydo-méthanolique]
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4.3. Dosage de I’acétylcholinestérase (AChE)

La toxicité subaigué concerne les effets nocifs dus a la répétition de doses qui ne
produisent pas d'effets toxiques immédiats. Des effets tardifs peuvent survenir a cause de
I'accumulation du produit dans les tissus ou & cause d'autres mécanismes (OCDE, 1979).

C’est dans ce contexte que nous avons voulu évaluer la capacité neuro-protectrice de la
spiruline apres I’administration d’une concentration sublétale d’acrylamide. Pour le Dosage de

AChE, le traitement a été réalisé a la CLs.

4.3.1. Mode opératoire
Le dosage de I’activité de I’AChE a été mené selon la méthode d’Ellman et al. 1961,
qui consiste a fournir a ’enzyme (AChE) un substrat artificiel, 1’acétylthiocholine ASCh) qui
sera hydrolysé en acide acétique et thiocholine (ASCh). Cette derniere en présence de DTNB2
acide 5-5’-dithio-bis-2-nitrobenzoique) donne un produit jaune le TNB (acide 5-thio-2

nitrobenzoique) que I’on dose a une longueur d’onde de 412nm.

Les tétes de D. melanogaster (pool de trois tétes) des series témoins et traitées sont
homogénéisées dans 1 ml tampon de TBS (pH 7.4). L’homogénat est centrifugé a une vitesse
de 9000 tours/min pendant 10 min. Le surnageant est récupéré pour servir comme source
d’enzyme. Le dosage de I’activité¢ de I’AChE est réalisé sur une fraction aliquote de 100 pl
auquel on ajoute 900 ul de tampon TBS pour obtenir une dilution de 1/10. Ensuite, on ajoute
50 ul de DTNB préparé extemporanément. Apres 3 & 5 minutes de repos nécessaire pour épuiser
la réaction spontanée, 50 ul de substrat acétylthiocholine (ASCh) sont ajoutés. La lecture des
absorbances s’effectue toutes les 4 minutes pendant 20 minutes a une longueur d’onde de 412

nm contre un blanc de gamme ou 50 pl de Tampon phosphate remplacent la source d’enzyme.

Solution TBS : Tris (50mM), NaCl (150mM) et pH 7,4 :

Nous avons dissous 8,775 g de NaCl et 6,057 g de Tris dans 800 ml d'eau distillée avec un pH
ajusté a 7,4 pouces. Ensuite, nous avons ajouté de I'acide chlorhydrique (ou de la soude), Nous
avons ensuite complété le volume a 1 L avec de I'eau distillée.

Tampon phosphate (0,1 M, pH 7,4) :

Solution A : Nous avons dissous 5,37 g de NazHPO4 dans 150 ml d'eau distillée.

Solution B : Nous avons dissous 1,35g de NaH2PO4 dans 100 ml d’eau distillée.

On mélange 109,62 ml de solution A avec 15,37 ml de solution B et on ajuste le pH a 7,4 en
En ajoutant la solution A ou la solution B.

Solution DTNB :

Nous avons dissous 15 mg de bicarbonate de sodium dans 10 ml de solution de phosphate puis
on l'ajoute 39,6 mg de DTNB.

Solution ASCh :

Nous avons dissous 65,0655 mg d'ASCh dans 5 ml d'eau distillée.
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Tableau 6: Preparation des tubes a lire

Réactifs (ul) Blanc 1 2 3 4 5 7
Tampon phosphate 1050 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000
pH=7.4
DTNB 50 50 50 50 50 50 50
ASCH 50 50 50 50 50 50 50
Homogénat 50 50 50 50 50 50

1 Témoin, 2 Acrylamide 1g/l, 3 Spiruline aqueux, 4 Spiruline méthanolique, 5 Acrylamide+Spiruline aqueux, 6

Acrylamide+Spiruline méthanolique.

L’activité spécifique est déterminée selon la formule suivante :

AChE (M/min/mg de protéines) = A DO/mn X Vt / mg de protéines
136x10° Vs

A DO: pente de la droite de régression obtenue aprés hydrolyse du substrat.

1,36 x 104 (M-1 cm-1) : coefficient d’extinction molaire du DTNB.

V1t : volume total de la cuve : 1,15 ml [0,1 ml homogénat + 0,1 mI DTNB + 1 ml tampon tris
(0,2 M, pH 7) + 0,1 ml d’acétylthiocholine].

Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0,05 ml.

Mg de protéines : La quantité de protéines totales préalablement déterminée par un dosage
selon la technique de Bradford (1976) explicitée dans la partie suivante.

4.4. Dosage de protéine

4.4.1. Mode opératoire
Les protéines ont été extraites a I'aide de Shibko et al. (1966) a partir des tétes des
adultes des series témoins et traitées de D. melanogaster. Ces dernieres ont été conservées dans

1 ml d’acide trichloracétique (TCA) a 20% jusqu’au dosage.

Les échantillons prélevés a différents ages pour chaque stade de développement sont
conservés dans 1 ml d’acide trichloracétique (TCA). Tous les dosages ont été effectués sur des

fractions aliquotes (100 pl) par série.

Les protéines ont été quantifiées selon la méthode de Bradford (1976) qui utilise le

bleu brillant de coomassie (G250) comme réactif et I’albumine de sérum de beceuf BSA) comme
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standard (1mg/ml) (Tableau07) La lecture des absorbances est réalisée a une longueur d’onde
de 595 nm.

100 mg de BBC + 50 ml d’éthanol + Agitation pendant deux heures + 100 ml d’acide
orthophosphorique a 80% + eau distillée g.s.p. 1000 ml.
Préparation TCA a 20% : Nous avons dissous 20 mg de TCA dans 100 ml I'eau distilée.

Préparation BBC : Nous avons dissous 100 mg de BBC dans 50 ml d'éthanol + agitation pendant deux
heures, puis ajouté 100 ml d'acide ortho-phosphorique a 80% + 1 litre d'eau distillée.

Tableau 7: Dosage des protéines : réalisation de la gamme d’étalonnage

Tubes 1 2 3 4 5 6

BSA (pl) 0 20 40 60 80 0
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

5- Comportement locomotoire :

Le test d'activité locomotrice et d'escalade consiste a traiter les adultes de D. melanogaster
(de 3 a5 jours) préalablement par une concentration sublétale CLso.

Les tests comportementaux ont été réalisés selon Lee et al., 2010 (Hwang et al., 2013 ;
Valéria et al., 2014) avec des modifications mineures. Les mouvements spontanés ont été
mesurés au 10°™ jour. Trente mouches ont été introduites dans des tubes en verre (15 cm de
long et 2 cm de diameétre). Les mouches ont été fixees au bas du tube et le nombre de mouches
qui ont grimpé jusqu'au sommet a été compté en 60 secondes. Les tubes sont calculés
séparément en fonction du nombre total d'ascensions (niveaux d'ascension) plus celles restant
sous la marque. Les séries réalisees sont comme suit : Tm, Acr, Acr + Sp.ag, Acr+Sp.méth,
Sp.aq, Sp. méth.
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6. Analyses statistiques des données

6.1. Tests de toxicité
En ce qui concerne les résultats obtenus pour 1’étude toxicologique, nous avons calculé,
selon les procédés mathématiques de Finney, les concentrations létales (CL50 et CL90) et les

temps létaux (TL50 et TL90) pour chacun des extraits utilisés.

Selon la période d’exposition aux produits, la variable mesurée est le nombre des individus
morts quotidiennement chez les deux insectes étudiés. Le taux de mortalité observe est corrigé
par la formule d’Abott qui permet de connaitre la toxicité réelle des produits. Les différents
taux subissent une transformation angulaire d’apres les tables de Bliss. Les données sont ainsi
normalisées et font I’objet d’une analyse de variance sur XL Stat 2024 ; celles obtenues sont
alors transformées en probits, ce qui permet d’établir une droite de régression en fonction des
logarithmes décimaux des concentrations utilisées. Le test Chiz permet un bon ajustement de la

droite (Finney, 1971). A partir de cette droite, on calcule les concentrations létales ou les temps
létaux.
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1. Dosage des principes actifs de la Spiruline

1.1. Dosage des composés phénoliques totaux

La concentration de phénols totaux dans les deux extraits de la Spiruline est déterminée en
mesurant 1’intensité d’une couleur bleue, laquelle varie en fonction de la concentration
phénolique des extraits de la plante. Les résultats sont exprimés en pg équivalent d’acide
gallique par ml des extraits sec (ug GAE/ml), en se basant sur I’équation de régression linéaire
obtenue a partir de la courbe d’étalonnage tracée avec de 1’acide gallique. La courbe

d’étalonnage de 1’acide gallique est représentée dans (Fig. 30)

Acide galique

1,600

1,400 y =0,177x - 0,0071
R2=0,9801

1,200
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0,400
0,200
0,000
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25 50 75 100 125 150 175 200
Concentration (ug/ml)

Figure 30 : Droite d’étalonnage de I’acide gallique.
Tableau 8: Teneur en polyphénols totaux des deux extraits de la Spiruline

Teneur en polyphénols (ug EQ/g extrait)
(Moyenne + Ecart type)

Extrait aqueux 27,02 £0,72
Extrait hydrométhanolique 3541+0,43

1.2. Dosage des Flavonoides
Le dosage des flavonoides a été réalisé par la méthode de trichlorure d’aluminium
(Bahorunet et al., 1996). On se référant sur I’équation de la régression linéaire de la courbe

d’étalonnage de la quercétine dont le coefficient de corrélation R?= 0.9983 (Fig. 31)
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Figure 31 : Droite d’étalonnage de 1’acide quercetine
Tableau 9: Teneur en flavonoides des deux extraits de la Spiruline

Teneur en flavonoides (g EQ/g extrait)
(Moyenne + Ecart type)

Extrait aqueux 4,08 £ 0,07
Extrait hydrométhanolique 9,46 £ 0,15

D’apres les résultats de dosage quantitatif des polyphénols de poudre de la Spiruline, nous
avons constaté que les deux extraits préparés contiennent des composés phéenoliques
considérables mais a des concentrations variables. L’extrait hydrométhanolique a présenté la
concentration la plus élevee des phénols totaux (27,02 £ 0,72 ug EAG/mQ), suivi par I’extrait
aqueux avec un taux (35,41 + 0,43 ug EAG/mg) (Fig. 31). Cette déference est liée a la solubilite

élevée des phénols dans les solvants polaires (Ghedadba et al., 2014).

Dans d’autres études en prenant le méthanol comme solvant, Kosalec et al. (2013) ont eu
une quantité des polyphénols totaux égale a 38,4 + 1,56 mg EAG/g d’extrait. Ainsi, Boussahel
et al. (2013) ont obtenu 33,65 + 2,5 mg EAG/g d’extrait. Elise et al. (2022) ont estimé la
quantité de ces derniers 56,4 mg EAG/qg.

Nos résultats concernant I’extrait aqueux, sont superieurs a ceux trouvés par EI-Moataaz
et al (2019) et El-Sayed et al (2022) qui ont trouvé ; 363.7 mg/100g et 0.2 et 1.0 mg.ml ™,
respectivement. Ces différences des teneurs peuvent étre provoquées par la faible spécificité du
réactif de Folin-Ciocalteu, c’est I’inconvénient principal du dosage colorimétrique. Le réactif
est extrémement sensible a la réduction de tous les groupes d’hydroxyles non seulement celles
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des composés phénoliques, mais également de certains sucres et de protéines (Vuorela, 2005 ;

Gomez-Caravaca et al., 2006).

De I’autre c6té, I’évaluation des flavonoides a montré que 1’extrait le plus riche en composés
flavonoiques est dans I’extrait hydrométhanolique (9,46 + 0,15 pg EQ/mg), suivi par I’extrait
aqueux (4,08 £ 0,07 pg EQ/mg) qui présente un taux plus ou moins modeéré. Ces valeurs trés

proches celle trouvée par EI-Moataaz et al (2019) avec 7.11 ug EQ/mg.

Elise et al. (2022) ont montré les valeurs de ’ordre 21,2 mg EQ/g et 13,2 mg EQ/g pour les
flavonoides et les flavanols, respectivement. En effet, ces variations dépendent d’un certain
nombre de facteurs intrinséques (géneétique) et extrinseques (environnement et stockage) la
période de la récolte et le stade de développement de la plante, ainsi la progression de temps
d’extraction qui peuvent également influencer sur I’estimation de la teneur en polyphénols et

en flavonoides (Locatelli et al., 2010).

1.3. Dosage de Phycocyanine
La concentration en phycocyanine estimée dans la souche de la Spiruline selon la méthode
d’extraction par sonification, ainsi le pourcentage de pureté sont présentés dans le tableau
(Tab. 10)

Tableau 10 : Concentration et pourcentage de pureté des phycocyanines extraites de la

Spiruline par sonification

C-PC (mg/ml) Ratio de Pureté (%)
0,06 0,15

Lafri et al., 2017, ont examiné plusieurs méthodes d’extraction des phycocyanine deux
souches de la Spiruline algérienne et tunisienne, et celle par macération avec le glyceérol était la
puis puissante (0,625 mg/ml et 1,37 de pureté) pour la Spiruline algérienne. De plus, nos
résultats s’accordent avec ceux de Lafri et al., 2017 ou I’extraction par sonification a donné
des valeurs proches (0,25 mg/ml et 0,25 de pureté). Agustinaet al. (2021) ont enregistré 6.478

pg/ml, seulement avec I’extraction aqueuse.
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2. Evaluation de I’activité antioxydante de la Spiruline (In vitro)

2.1. Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényle-1pierylhydrazyl)

Les pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH in vitro, nous ont permis de tracer une
courbe exponentielle pour chaque extrait (Fig. 32). Le pouvoir antiradicalaire le plus élevé est
de I’extrait hydrométhanolique (91.51%) contre (67.74%) pour I’extrait aqueux, mais c’est
toujours des taux inférieurs a celui de 1’acide ascorbique (95.99%) (Fig. 32). Lahcini et al.
(2022) ont montré des valeurs de DPPH allant de 69.93% et 74.75% pour I'extrait méthanolique

et éthanolique, respectivement.
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Figure 32 : Cinétique d’activité anti-radicalaire des extraits de S. platensis sur le radical
DPPH

A partir de ces courbes du pourcentage d’inhibition obtenues, nous avons pu déterminer la
valeur d’ICso de chaque extrait (Tab. 11).

En comparant avec ’acide ascorbique (ICso égale a 24.98 pg/ml), en tant qu’un témoin
positif antioxydant, 1’extrait aqueux a montré une activité de piégeage radicalaire modeste vers
le DPPH (101.02 pg/ml). En revanche, I’extrait hydrométhanolique semble étre le plus puissant
a 37.50 pug/ml (Tab. 11).

Tableau 11 : Valeur d’ICsg pour les extraits de S. platensis et de 1’acide ascorbique.

Echantillon Acide Extrait Extrait
ascorbique aqueux hydrométhanolique
ICso (ng/ml) 24.98 101.02 37.50
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Les travaux de Agustinaet al. (2021), ont démontres que les extrait aqueux a une activité
antioxydante plus basses que notre extrait, avec une valeur d’Clso de 1’ordre de 45.21 mg/mL

et 78.87 pg/mL (1 et 3 heures d’extraction).

L’importance de I’activité antioxydante des extraits végétaux et également les algues se
concentre sur leur richesse en molécules a haut potentiel antioxydant tel que les acides

phénoliques et les flavonoides (Saidi, 2019).

3. Evaluation de I’activité neuroprotectrice de la Spiruline (In vivo)
3.1. Toxicité aigué in vivo de I’Acrylamide

Les adultes de D. Melanogaster exposés a I’ Acrylamide 0.25, 1, 2.5, et 5 g\l pendant 120 h
ont exhibité un declin significatif aux percentagex de mouches survivantes. Ces derniers varient

entre 15% et 55%, en comparant avec le groue témoins (100%) (Fig. 33).

De l’autre c6té, ’extrait aqueux et hydrométhanolique de la Spiruline ont montré une
excellente activité protectrice contre 1’ Acrylamide ; aucune mortalité n’a été ou enregistré dans

les lots traités.
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Figure 33 : Courbe de surviee chez les adultes de D. melanogaster traités par I’ Acrylamide et
les deux extraits de la Spiruline

L’histogramme suivant illustre 1’évolution de la mortalité en fonction du temps chez D.

melanogaster traité a I’ Acrylamide, a 1’égard des adultes (Fig. 34).
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A une concentration de 0,25g\l, ce produit n'a pas provoqué de mortalité aprés 24h (0%), il
a ensuite provoqué 18,43% déces a 48h et 72h, augmentant a 30,66% a 96h et 84,26% a 120h.

Pour la concentration 1g\l le taux moyen de mortalité des larves est, respectivement, de
9,97% de mortalité au bout de 24h et 48h, le taux augmente a 18,43% a 72h, de 23,58% a 96h
et de 58,69% a 120h (Fig. 34).

A une concentration de 2,5g\l, ce produit provoque 18,43% de mortalité au bout de 24h, ce

taux se stabilise jusqu’a la fin du 72h d’exposition, puis il est augmenté a 26,57% a 96h et 45%
a 120h (Fig. 34).

La mortalité augmente lorsqu’on utilise la concentration la plus élevée 5g\l ; 21,13% a 24h,
30,66% a 48h, 35,06% & 72h et 45% & 96h. A cette derniére, plus de 48,45% d’insectes meurent

au bout de 120h (Fig. 34). Notons qu’aucune mortalité n’a été observée chez les témoins.
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Figure 34 : Mortalité corrigée chez les larves de D. melanogasters traités par 1’ Acrylamide

Détermination de la dose létale DL50 :

Les résultats consignés dans le tableau suivant résument les différents paramétres
toxicologiques d’extrait aqueux de I’Acrylamide. Ces derniers montrent qu’il ya une forte
corrélation entre le taux de mortalité et le temps d’exposition des mouches a différentes

concentrations de produit (le coefficient de corrélation « R2 » est de 0.829 a 0.973) (Tab. 12).
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Les concentrations létales obtenues, 24h, 48h, 72h, 96h, 120h apres traitement, sont
respectivement de 4.26, 2.80, 1.54*10%, 6.76*10%, et 1.14 g/l pour la CLsp et 9.12, 6.3*102,
4.46*10% 2.39*%10° et 3.23 g/l pour la CLgo (Tab. 12).

Les temps létaux pour les concentrations étaient les suivants les concentrations testées
étaient, respectivement de 7.41*10%, 1.41*10%, 2.75*107 et 1.04*10? heures pour la CLso et
1*102, 3.80*102, 2.04*103 et 5.12*102 heures pour la concentration létale TL 90 (Tab. 12).

Tableau 12 : Paramétres toxicologiques de I’ Acrylamide

A : en fonction du temps d’exposition des larves / B : en fonction de la concentration utilisee

A Concentrations léthales :

Droite de régression CLso (g/L) ClLw(9/L)
24h Y=2.56 X+3.87 R?=0.932 4.26 9.12
48h Y= 3.68+0.47X R2=0.286 2.80 6.3°10?
72h Y=3.86+0.52X R?=0.466 1.54%*10? 4.46*10%
96h Y=4.34+0.36X R?=0.221 6.76%10! 2.39*10°
120h Y=6.46-2.85X R?=0.829 1.14 3.23
B Temps léthaux :

Droite de régression TLso (heures) TLoo (heures)

0.25g/L Y=-14.17+10.20X R?=0.807 7.41*%10! 1*10?
1g/L Y=-1.35+2.95X R%=0.635 1.41%*10? 3.80*10?
2.5g/L Y=1.40+1.47 X R?=0.519 2.75%10% 2.04*103
5g/L Y=1.28+1.84 X R?2=0.973 1.04*10? 5.12%10?

[Y : Probits des taux de mortalités ; X : Logarithme décimal des concentrations et/ou du temps]

Ces résultats indiquent que I'exposition a des concentrations plus elevées d'’ACR entraine

une réponse mortelle plus élevée et plus rapide. Les effets neurotoxiques de I'ACR ont
également été étudiés. Pratap et al. (2008) confirme nos résultats, plus de 59% des adultes de
D. melanogaster ont succombé au traitement seulement au 24 heures. Zhou et al. (2008) ont
découvert que la neuropathie induite par I'ACR était associée a une diminution des taux de

glutathion neuronal (GSH).
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De plus, (Motamed Shariati et al., 2014) ont démontré que la rutine, un composeé naturel,
protége contre la neurotoxicité induite par I'ACR chez la souris. Le mode d'action de I'ACR et
ses effets sur divers organismes ont également été étudiés. (Rooks et al., 2000) ont constaté que
la toxicité aigué de I'ACR varie en fonction du mode d'action de la toxine. Les composés ayant
différents modes d'action peuvent affecter différemment les cycles de vie des organismes
(Marinkovic et al., 2011).

Dans une étude réalisée par (Al-Balawi et al., 2018), des embryons de poisson zebre
exposés a I'ACR ont montré une augmentation des niveaux d'espéces réactives de I'oxygéne
(ROS), une diminution de I'expression des génes antioxydants et une perte de cellules
photoréceptrices. Cependant, lorsque les feetus étaient exposés simultanément a ’ACR et a
I’acide carnosique (CA), un antioxydant naturel, les effets toxiques de I’ACR étaient

contrecarrés.

3.2. Effet de la Spiruline sur activité spécifique d’Acéthylcholinesterase
Dans cette partie, on s’est intéressé a évaluer 1’effet neuroprotecteur de la Spiruline sur

’activité spécifique d’AchE. En effet, le dosage des protéines semblé nécessaire.

On peut noter que I'ACR induit encore un effet réducteur sur le contenu en protéines chez
les adultes de la drosophile. Une augmentation significative a été enregistrée chez les lots traités

a la Spiruline.
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Figure 35 : Droite d’étalonnage de 1’ Albumine
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Figure 36 : Dosage des protéines chez les adultes de D. melanogaster traités a I’ Acrylamide

et aux extraits de la Spiruline

Les valeurs de ’activité spécifique de I’AChE chez D.melanogaster sont significativement

plus hautes chez les séries traitées a I’ Acrylamide (allant de 0.0075 jusqu’a 0.0171 pM/min/mg

de protéines), par rapport aux témoins. Cependant, la Spiruline montre clairement un effet

réducteur dans les sériés ou elle est combinée avec 1’ Acrylamide.
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Figure 37 :Dosage de I’acétylcholinestérase (AChE) chez les adultes de D. melanogaster
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3.3. Comportement locomotoire

Dans le but de déceler des défiances occasionnées par I’ ACR et afin d’examiner la propriété
neuroprotectrice de la Spiruline, nous avons testé la performance locomotrice chez les adultes
de D. melanogaster.

60 secondes aprés l'inversion des tubes, nous avons observé un pourcentage élevé d'escalade
de drosophiles traités I'extrait aqueux hydrométhanolique de la spiruline (93 a 100 %).
L’activité diminue quand il s’agit d’un traitement a I'acrylamide 42,86% en comparant avec les

témoins. Cependant, le taux augmente en présence la Spiruline (Fig. 38).
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Figure 38 : Activité d’escalade chez les adultes de D. melanogaster traités a I’ Acrylamide et
aux extraits de la Spiruline
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Conclusion

Cette étude vise a évaluer I'effet neuroprotecteur de la spiruline face a la toxicité d'un produit
chimique, spécifiquement l'acrylamide, sur le systéme nerveux de la mouche des fruits, D.
melanogaster.

Les extraits de la Spiruline contient une grande quantité de polyphénols, de flavonoides et
de phycocyanines, et possede une activité antioxydante importante.

La spiruline a un effet positif, protecteur et amélioratif sur le systéme nerveux des mouches
des fruits, contrairement a I'Acrylamide qui I'affecte négativement. Ce dernier a montré une
diminution du pourcentage de protéines qui est associée a un besoin accru de lutter contre la
toxicité de cette molécule. 1l a montré une diminution significative de I'activité spécifique de
I'enzyme acétylcholine estérase lié a des déficiences locomotoires.

Enfin, la spiruline est un excellent produit d’un point de vue fonctionnel et nutritionnel. Ces
résultats suggeérent que la spiruline, grace a ses propriétés antioxydantes, pourrait jouer un role
crucial dans la protection contre les neurotoxines comme l'acrylamide, offrant ainsi une avenue

potentielle pour des applications neuroprotectrices dans divers contextes biologiques.
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