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Introduction

L'aquaculture contribue de maniére significative a l'approvisionnement mondiale des produits de
la mer depuis plusieurs décennies. Elle a enregistré le taux de croissance le plus rapide parmi les
principaux secteurs de production alimentaire, et en 2018 elle a atteint une production totale de
46% (FAO, 2020 ; VISSIO et al., 2020).

La couleur de la peau des poissons est I'un des plus importants criteres de qualité dictant la valeur
marchande du poisson destiné & la consommation humaine et I'usage ornemental. Cette couleur
dépend principalement de la concentration des pigments caroténoides présents dans les tissus.
Les caroténoides contribuent aux couleurs jaune, orange et rouge de la peau, de la coquille ou de

I'exosquelette des animaux aquatiques (PHAM et al., 2014).

En effet, les poissons comme les autres animaux sont incapables de synthétiser les pigments
caroténoides. 1ls doivent donc les absorber via leur alimentation. En milieu naturel, les
caroténoides sont obtenus principalement a partir d’'une alimentation riche en crustacés alors
qu’en aquaculture, les poissons doivent étre nourris avec des aliments composés complétés par
des caroténoides afin de maintenir et de rehausser leur pigmentation (CALVO et al., 2020).
Désormais prés de 40% de toute la production aquacole dépend des aliments commerciaux. Cela
est particulierement vrai pour les espéces de grande valeur comme les crevettes, le saumon et la
truite, dont les aliments contribuent dans la coloration de ces dernieres (HEMAISWARYA et al.,
2011 ; CALVO et al., 2020).

Plusieurs sources de caroténoides s'averent efficaces pour augmenter la pigmentation de la peau
chez les especes de poissons d’élevage, les pigments synthétiques (B-caroténe, canthaxanthine,
zéaxanthine et astaxanthine) et les pigments issus de source naturelle animale ou végétale (les
déchets de crabe ou de crevette, les levures, les krills, les plantes terrestres et les algues) (SUN
et al., 2012). L’utilisation des caroténoides synthétiques est limitée, car elle entraine une
augmentation des codts de la production d'aliment (EBENEEZAR et al., 2020)

Cependant, il est important d'identifier d'autres sources de caroténoides naturels afin de
développer de nouveaux régimes, et c’est en effet le but de notre étude : extraire les pigments
caroténoides a partir de différentes espéces d’algues marines et les supplémenter au régime

alimentaire des poissons d’¢élevage. L’utilisation des algues comme source naturelle des pigments
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est de plus en plus étudiée et peut étre considérée comme une meilleure alternative pour

I’amélioration de la pigmentation des poissons.

De ce fait, nous avons partagé notre travail en trois parties. Nous présenterons dans la premiere
partie des généralités sur les algues, les pigments caroténoides et les différentes méthodes
d’analyse. La deuxieme partie sera consacrée aux matériels et méthodes utilis€és pour
I’identification des algues et I’extraction des pigments ainsi que leur incorporation dans
'aliment. La derniére partie sera attribuée aux résultats et a la discussion. Enfin nous

terminerons par une conclusion générale et des perspectives.
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I. Les algues

I.1. Généralité sur les algues

Les algues sont un groupe d'organismes aquatiques au métabolisme autotrophique qui présentent
la chlorophylle (a) comme pigment photosynthétigue principal. Elles sont présentes
principalement dans les milicux aquatiques marins ou d’eau douce, mais elles peuvent également
se développer sur les milieux terrestres ou sur la neige et la glace, car ces organismes vivants
tolerent les conditions les plus extrémes de températures (PEREIRA et al., 2015).

Le corps de la plante varie de structures unicellulaires a multicellulaires sans systeme vasculaire,
elles sont donc appelés thallophytes dépourvues de racines, tiges et feuilles, le thalle contient une
structure 4 sa base (rhizoides, crampons, disques...) permettant I'ancrage de I’algue sur un
support : une roche (algues épilithes), ou une plante (algues épiphytes), ou un animal (algues
épibiontes) ou parfois méme le sable (ZITOUNI, 2015). Il peut y avoir une seule cellule aussi
petite que 1p (microalgue) aux grosses algues qui peuvent atteindre plus de 60 m (macroalgues).
Cependant, il est difficile de déterminer le vrai nombre d’espéces en raison de leur diversité
inconnue et de la difficulté de leur recensement et classification. Récemment, le nombre
d’espéces recensées était de 159.728 (GUIRY et GUIRY, 2020). En Méditerranée, on dénombre
un total de 1131 especes de végétaux marins ce qui constitue 6,3% de la flore marine totale dans
le monde (OULD AHMED, 2015).

1.2. Les grands groupes d’algues

De nombreux criteres morphologiques, physiologiques, biochimiques et moléculaires
interviennent dans la classification des algues. Les principaux caractéres largement utilisés sont :
les pigments photosynthétiques : chlorophylles, caroténoides (caroténes et xanthophylles), la
nature biochimique de la réserve alimentaire et la composition de la paroi cellulaire (LAKHDAR,
2018).

Les algues sont généeralement classées en fonction de leurs pigments en quatre grands groupes :
algues rouges (Rhodophytes) qui sont les plus diversifiés, algues brunes (Phéophytes), algues

vertes (Chlorophytes), et les algues bleues (Cyanophytes).

1.2.1. Les algues bleues

Les algues bleues aussi appelées Cyanophycées ou Cyanobactéries, formant un des groupes
bactériens les plus larges et les plus diversifies écologiqguement. Elles sont caractérisees par la

présence de certains pigments nécessaires a la photosynthése tels que la chlorophylle (a) et, dans
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certains des cas, également de la chlorophylle (b), ainsi que des pigments accessoires appelés
phycobilines (la phycoérythrine, la phycocyanine et l'allophycocyanine), les caroténoides (J3-
Carotene) et les xanthophylles (myxoxanthine et zéaxanthine) (PEREIRA et al., 2015).

1.2.2. Les algues rouges

Les Rhodophytes (algues rouges) sont un des plus anciens groupes d’algues eucaryotes et un des
plus importants, avec environ 6000 espéces d’algues (VERBRUGENN et al., 2010). lls sont
principalement marins et pluricellulaires mais il existe quelques formes unicellulaires et

quelgues-unes vivent également en eau douce.

Les algues rouges doivent leur couleur a une variété de pigments photosynthétiques tels que : la
chlorophylle (a), le pigment qui se trouve dans les autres groupes d'algues et méme dans les
plantes terrestres, pigments accessoires comme les caroténes (par exemple le B-caroténe), les
xanthophylles (par exemple la Iutéine et la zéaxanthine), les phycobilines et les
phycobiliprotéines (FLEURENCE et al., 2016).

1.2.3. Les algues brunes

Elles sont aussi nommeées Phéophycées. Il existe 1500 espéces différentes d’algues brunes, ce
sont les algues marines les plus abondantes. On les retrouve surtout au niveau des cotes rocheuses
a faible profondeur (KILINGC et al., 2013).

Les algues brunes se caractérisent par une couleur brune qui provient de la fucoxanthine (un
pigment caroténoide), ainsi que d’autres pigments photosynthétiques tels que : la chlorophylle
(a, cl et c2), les caroténes (par exemple le B-carotene) et les xanthophylles (par exemple la
diatoxanthine, et violaxanthine) (FLEURENCE et al., 2016).

1.2.4. Les algues vertes

Les algues vertes, communément appelées chlorophytes (phylum Chlorophyta), présentent une
couleur verte semblable aux plantes terrestres, il existe environ 1200 espéces sous formes tres
variées, uni-ou pluricellulaires et se trouvent dans les habitats d'eau douce a marins (KILINC et
al., 2013).

Elles sont caractérisées par la présence de chloroplastes a deux membranes, thylakoides empilés
et des pigments photosynthétiques : la chlorophylle (a, b), les caroténes, et les xanthophylles (tel
que la lutéine qui est le caroténoide principal, qui se produit généralement a l'extérieur les
chloroplastes) (FLEURENCE et al., 2016).
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Ces quatre groupes d'algues existent dans la flore marine des substrats rocheux de I'Algérie.
Plusieurs études sont faites sur la flore algale de la cote algérienne : les travaux les plus anciens
sont ceux de MONTAGNE,1838, FELDMANN (1931-1961) et FELDMANN-MAZOYER
(1940-1949) in OULD AHMED, 2015. D’autres travaux relativement plus récents ont été réalisés
par PERRET-BOUDOURESQUE et SERIDI, 1989,SERIDI,1990 dans la région centre, OULD
AHMED,1994 dans la région Ouest et KADARI-MEZIAN, 1994 dans la région de Bou-Ismall,
OULD AHMED et MEINESZ,2007 et SERIDI, 2007. Des études plus récentes ont été faites par
OULD AHMED, 2015 et OULD AHMED et al.,2013 et 2019. Suite & ces travaux le nombre
d’espéce d’algues recensées en Algérie est de quatre cent quatre- vingt seize 496 (OULD
AHMED, 2015).

1.3. La composition chimique

La composition chimique des algues difféere d’une espéce a I'autre et change selon la géographie
(habitat naturel), les saisons, ’age et I’état physiologique (stade de maturit¢) (PERSON, 2010 ;
ORTIZ et al., 2006).

Les algues présentent un intérét nutritionnel connu et exploité depuis de nombreuses années, cela
est lié a la présence de différents nutriments comme les protéines, les minéraux, et les
polysaccarides, mais également par la présence des métabolites présentant des propriétés
antioxydantes et anti-radicalaires tels que les caroténoides, les polyphénols, les vitamines et les

lipides.
1.3.1. Les protéines

La teneur en protéines des algues marines est variable. Généralement les algues brunes disposent
d’un contenu protéique restreint (5-11% de la matiere seche) comparé a certaines algues rouges

qui possédent une fraction protéique importante (30-40% de la matiere séche).

D’autre part, le contenu protéique des algues vertes peut atteindre 20% de la matiére seche et

peut méme augmenter jusqu’a 40% si le milieu est riche en azote (PERSON, 2010).

Parmi les protéines algales, il faut citer la présence chez les algues rouges et bleues de molécules
particulieres : les phycobiliprotéines, qui sont les principaux pigments de ces algues et font partie
du systéeme de collecte de 1’énergie lumineuse (FAN-JIE et al, 1984 ; MARFAING et al, 2007).



CHAPITRE | Généralités

1.3.2. Les lipides

Les algues ont de trés petites quantités de lipides, comprises entre 1 et 5% de matiére séche
d'algues. Cependant, les principaux composants lipidiques sont des acides gras polymnsaturés -
3 et -6, qui réduisent efficacement le risque de diabéte, ostéoporose et maladies
cardiovasculaires (KEYIMU et al., 2019).

La composition en acides gras des algues vertes est la plus proche de celle des végétaux
supérieurs, elles ont une teneur beaucoup plus élevée en acide oléique (C18:1) et en acide
alphalinolénique (03-C18:3) (MARFAING, 2004 ;LAKHDAR, 2018). Les algues rouges et
brunes comprennent principalement les acides gras polyinsaturés a 20 carbones, I'acide
eicosapentaénoique (EPA, ©-3, C 20: 5) et 'acide arachidonique (AA, ©-6, C 20: 4).

1.3.3. Les minéraux

Les algues sont une source importante de minéraux car elles ont la capacité d'absorber des
substances inorganiques présentes dans I'environnement marin. La fraction minérale peut
représenter jusqu’a 40 % de la masse séche (KEYIMU et al., 2019).

Elles sont trés riches en macroéléments tels que : le sodium, calcium, magnésium, potassium,

chlore, soufre, phosphore, ainsi que d’autres oligo-éléments comme : le fluor, le brome, le
manganese, le bore, le nickel, le cobalt (PERSON, 2010).

1.3.4. Les polysaccharides

Les polysaccharides d'algues sont un groupe étendu de composés ayant diverses fonctions
biologiques. Du point de vue nutritionnel, les polysaccharides d'algues jouent un role important

en tant que fibres alimentaires.

Les algues sont riches en polysaccharides classiques qu’on peut trouver chez les plantes
supeérieures tels que : ’'amidon et la cellulose, mais leur particularité réside dans la présence des
polysaccharides non digestibles qui résistent aux enzymes digestives humaines et qui sont
présents uniquement dans les algues ce sont les phycocollopcades (18 a 45% de la masse seche
chez les algues brunes) (PERSON, 2010).

Les principaux polysaccharides obtenus a partir d'algues marines sont : les alginates, les agars,
et les carraghénanes. Ces hydrocolloides sont couramment utilisés dans les industries

alimentaires, pharmaceutiques et en biotechnologie (SCIESZKA et al., 2018).
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1.3.5. Les vitamines

Les algues sont une source importante de certaines vitamines hydrosolubles et liposolubles.
L’ensemble des vitamines est bien représenté avec des teneurs en provitamine A intéressantes
dans les algues rouges, en vitamine E dans les algues brunes et des quantités élevees de vitamine
C en moyenne entre 500 et 3000 mg / kg de matiere séche dans les algues vertes et brunes
(KEYIMU et al., 2019). En outre, L’intérét principal réside dans la vitamine B, dont les teneurs
sont assez importantes dans les algues contrairement aux plantes terrestres qui en sont totalement
dépourvues (MACARTAIN et al., 2008).

1.3.6. Les polyphénols

La plupart des algues marines contiennent des polyphénols algaux aussi appelés phlorotannins.
Les composants phénoliques sont des molécules biologiquement actives largement utilisés en
thérapeutiqgue comme vasoconstricteurs, anti-inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques,
antioxydants, anti radicalaires et antimicrobiens. Les algues brunes contiennent la teneur la plus
élevée de phloratannins (5 et 20% du poids sec de I’algue) (MARFAING et al., 2007).

1.3.7. Les caroténoides

Les caroténoides algaux sont également de puissants antioxydants, ils représentent en moyenne
0,1% du poids sec de I’algue mais certaines especes, dans certaines conditions environnementales
en produisent beaucoup plus (PERSON, 2011). Les algues brunes sont particulierement riches
en caroténoides. Les pigments caroténoides que I’on trouve souvent dans les algues sont : le B-

caroténe, I'a-caroténe, la fucoxanthine, la violaxanthine, la zéaxanthine, et la lutéine.

1.4. Utilisations des algues

Les utilisations des algues sont diverses et variées. Mise a part les usages alimentaires, elles
prennent une place croissante dans I’agriculture, dans I'industriec pharmaceutique, ainsi que dans

d’autres domaines.



CHAPITRE | Généralités

» En agriculture

Dans le domaine de I’agriculture, les algues sont essentiellement utilisées comme engrais naturel
organique, leur teneur en minéraux permet d’améliorer la composition minérale des sols et leur
richesse en colloides d'accroitre la capacité de rétention d'eau des sols, de fixer les limons et de
réduire I’érosion des terres arables (PERSON, 2010). Elles permettent, en outre, une meilleure
conservation des semences grace aux fortes concentrations en agar qui a la propriété de les

enrober et de les protéger des bactéries et des champignons (CHOUIKHI, 2013).

> En alimentation humaine et animale

Les macro-algues se retrouvent sur différents secteurs en alimentation humaine. Elles sont avant
tout consommeées entieres en tant que légumes, principalement dans les pays asiatiques.

Les principales espéces consommées sont la wakamé (Undaria pinnatifida), le kombu
(Laminaria japonica) et le nori (Porphyra sp). Elles sont riches en polysaccharides sulfatés,
dont certains sont devenus des additifs précieux dans les aliments industriels en raison de leurs
propriétés gélifiantes et épaississantes (par exemple, alginates, gélose et carraghénane)
(PEREIRA et al., 2015).

Les algues sont aussi utilisées pour Palimentation animale (moutons, bovins, chevaux et
poissons), On les retrouve dans la formulation des aliments sous forme de farines et peuvent aussi
intervenir comme compléments alimentaires en nutrition pour les espéces aquacoles pour
I’amélioration des performances de croissance (ABDEL-WARITH et al.,, 2016 ; PERSON,
2010).

» Utilisation médicale et pharmaceutique

Les algues sont connues pour contenir des propriétés medicinales et pharmaceutiques depuis
I'Antiquité, car elles renferment des molécules actives a propriétés antioxydantes, anti-
cancéreuses, anti-age, cytoprotectrices, immunomodulatrices, antiinfllmmatoires,
anticoagulantes, antibactériennes, antidiabétiques, antifongiques, antipaludiques,
antiplaquettaires, anti-protozoaires, antituberculeuses etantivirales (CHOUIKHI, 2013 ;
TABOADA, 2012).

» En cosmétique

L’extrait d’algue est souvent trouvé sur la liste des ingrédients des emballages cosmétiques, en

particulier dans les crémes et lotions de visage ou des mains (CHOUIKHI, 2013). L’utilisation
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des algues dans le domaine cosmétique est du a leurs propriétés antioxydantes, qui est utilisé
pour la conservation des produits.

> Autres utilisations

On les utilise également dans le traitement des eaux usées comme dépolluant. Les macro-algues
permettent la réduction de la charge en sels nutritifs en consommant de fagon naturelle des
nitrates, phosphates, etc. (PERSON, 2010).

11
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I1.LES CAROTENOIDES

11.1. La pigmentation chez les poissons

Quatre principaux groupes de pigments sont responsables de la coloration des mammiferes, des
oiseaux, des poissons et des invertébrés. Ce sont les porphyrines, les ptéridines, les mélanines et
les caroténoides (GARCIA-CHAVARRIA, 1994) (in GARCIA-CHAVARRIA et LARA-
FLORES, 2013). Les ptéridines sont responsables d'un grand nombre de colorations jaunes et
rouges Vvifs des poissons, des amphibiens et des reptiles ; ces pigments sont solubles dans l'eau et
sont produits de maniére endogéne. La mélanine confére la couleur noir, grise et brune aux
vertébrés et a de nombreux invertébrés. Les mélanines sont des polyméres hétérogénes constitués
de métabolites de la tyrosine (GARCIA-CHAVARRIA et LARA-FLORES, 2013). Les pigments
caroténoides, obtenus par les animaux de leur alimentation, donnent la plupart des couleurs

rouges vifs, jaunes et orange.

La couleur du poisson est un critere de qualité utilisé par les consommateurs pour évaluer la
valeur nutritive, la santé, la fraicheur et le gol(t des salmonidés, des crustacés et des autres
poissons d'élevage. La valeur marchande, par exemple, du saumon, du pagre commun et de la
dorade japonaise dépend de la couleur du poisson ainsi que l'exosquelette et [I'épithélium
musculaire des crevettes, du homard et d'autres carapaces de crustacés et gonades de mollusques.
Chez les poissons d'ornement, la couleur de la peau est également une caracteristique importante

affectant le prix du marché.

11.2. Définition des caroténoides

Les caroténoides sont parmi les pigments naturels les plus répandus. lls sont responsables de
nombreuses teintes présentes dans la nature ainsi qu'une multitude de fonctions.

Les caroténoides sont une classe de 800 pigments (MAOKA, 2019) naturels liposolubles de
couleur orange, jaune ou rouge trouvés principalement dans les plantes, les algues, les
champignons, les animaux, les bactéries photosynthétiqgues et certaines bactéries non
photosynthétiques (BOTELLA-PAVIA et RODRIGUEZ-CONCEPCION 2006) (in
MEZZOMO et FERREIRA, 2016).

Seules les plantes, les bactéries, les champignons et les algues peuvent synthétiser les
caroténoides. Les animaux quant a eux ; ils les apportent de leur alimentation (SCHIEDT,

1998).Les caroténoides peuvent egalement étre synthétisés par processus chimique.

12
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11.3. Structure

Les caroténoides sont des molécules apolaires hydrophobes, appartenant a la famille des terpénes
a structure linéaire ou cyclique. L unité de base de ces structures est I'isopréne composé de cing
atomes de carbone (C5). La plupart des caroténoides sont des tétraterpénes, issus de la
condensation de huit unités en C5 et ont donc une structure hydrocarbonée composée de 40
atomes de carbone (structure en C40), mais il existe aussi des structures en C30 ou C50 (figure
1.1).

11.4. Classification
Selon leurs groupements fonctionnels, on peut classer les caroténoides en deux groupes :

-Les caroténes : ce sont des pigments hydrocarbonés représentés majoritairement par 1’a-

caroténe, le B-caroténe, le lycopéne et le y-carotene...

-Les xanthophylles : ce sont des dérivés oxygénés des caroténes. lls rassemeblent la zéaxanthine,
la lutéine I’anthéraxanthine , la violaxanthine , I’astaxanthine, la canthaxanthine ,la capsanthine

Ja néoxanthine , la crocétine ainsi que d’autres molécules.

Les xanthophylles sont mitialement des produits de I’hydroxylation des caroténes (c’est le cas de
la zéaxanthine ou de la lutéine). Cette hydroxylation peut étre suivie d’une autre oxydation pour
donner des époxydes (c’est le cas de I’anthéraxanthine ou de la violaxanthine) ou des cétones
(c’est le cas de capsanthine ou de I’astaxanthine). Enfin les apocaroténoides constituent un petit
groupe de xanthophylles qui ont perdu des fragments & une ou aux deux extrémités de la chaine

(c’est le cas de la crocétine).

13
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Figure 1.1 : Structure générale de quelques caroténoides.
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11.5. Les caroténoides chez les poissons

Les poissons contiennent différents types de caroténoides, dont le dominant est propre a I'espéce
concernée. Les caroténoides couramment rencontrés chez les poissons sont : la tunaxanthine
(jaune), la lutéine (jaune verdatre), le B -caroténe (orange), I’a-doradexanthine (jaune), la
zéaxanthine (jaune-orange), canthaxanthine (orange-rouge),l’astaxanthine (rouge), I’eichinénone
(rouge) et la taraxanthine (jaune) (GARCIA-CHAVARRIA et LARA-FLORES, 2013).

De nombreux poissons accumulent les caroténoides dans les teguments et les gonades, seule
exception faite pour les Salmonidés qui accumulent notamment l'astaxanthine dans le muscle.
Dans les téguments, les pigments sont accumulés dans les chromatophores, cellules étoilées ou
ramifiées, dont on distingue deux types selon la nature des pigments qu’elles renferment : les
érythrophores, cellules a pigment rouge (astaxanthine) et les xanthophores, cellules a pigment
jaune (lutéine).

Les caroténoides accumulés dans les téguments des poissons existent sous une forme estérifiée,
a Pexception du poisson chat.

Bien que les poissons ne puissent synthétiser les caroténoides, certains poissons ont tout de méme
la capacité de convertir un caroténoide d’une forme a une autre. En effet, selon leur aptitude a
métaboliser les caroténoides en astaxanthine, les animaux aquatiques se répartissent en trois
groupes (GUILLAUME et al., 2006) : Le premier groupe concerne ceux qui sont capables de
convertir la zéaxanthine et la lutéine en astaxanthine notamment les Cyprinidés. Ces derniers
synthétisent le (3S, 3'S)-astaxanthine a partir de la zéaxanthine par conversion métabolique
oxydative (figure 1 annexe).

Le deuxieme groupe rassemble les animaux capables de synthétiser I’astaxanthine a partir du -
carotene comme presque tous les crustacés. Et le troisieme regroupe ceux ne pouvant effectuer
aucune synthése de I’astaxanthine a partir d’autres molécules. C’est le cas des Salmonidés et des
Perciformes (MATSUNO et al., 2001). L'astaxanthine présente dans ces poissons provient de
leur alimentation riche en crustacés et zooplanctons et elle est convertie en zéaxanthine (figure 2
annexe).

La tunaxanthine est largement distribuée chez les Perciformes. La couleur jaune vif dans leurs

nageoires et leur peau est due a la présence de la tunaxanthine.

11.5.1. Réles
Les caroténoides sont connus pour conférer la coloration jaune, rouge ou orange & de nombreux

végetaux terrestres (fruits, legumes, fleurs...), aux crustacés marins et sont a I’origine de la chair
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rose de la truite et du saumon. Mais le role des caroténoides ne se limite pas seulement a cela
puisqu’ils jouent un rdle critique dans le processus de la photosynthése chez les organismes
photosynthétiques (role de colleteurs de lumiere et réle de photoprotecteurs). Chez les poissons,
ces pigments possedent d'autres fonctions importantes ; ils sont en effet des précurseurs de la
vitamine A (propriété des caroténes), antioxydants, immunorégulateurs et sont également
impliqués dans la reproduction et la survie des larves (TSUSHIMA et al., 1997) (in DE
CARVALHO et CARAMUIJO, 2017). Les poissons avec un taux élevé de caroténoides seraient
également plus résistants aux maladies bactériennes et fongiques (SHAHIDI et al., 1998).

11.5.2. Métabolisme des caroténoides

Les caroténoides sont des composés hydrophobes qui ne sont pas facilement solubilisés dans
I'environnement aqueux du tractus gastro-intestinal des poissons ; par conséquent, les processus
de digestion, d'absorption et de transport sont associes aux lipides (CASTENMILLER et WEST,
1998).

Dans le tractus digestif, les pigments caroténoides peuvent étre absorbés, éliminés ou
transformes. A leur tour, les produits de transformation peuvent étre éliminés ou absorbés par la
muqueuse intestinale.

La digestion consiste a briser la matrice des aliments et relacher les caroténoides a l'intérieur de
petites gouttelettes lipidiques dans lintestin. Les pigments sont ensuite transférés dans des
gouttelettes lipidiques aux micelles. Les micelles servent a transporter les caroténoides dans le
milieu aqueux de lintestin. Elles sont formées de sels biliaires, de phospholipides, d'acides gras
libres et de triacylglycérols (FURR, 1997). Les pigments quittent ensuite les micelles, entrent
dans les cellules absorbantes de la muqueuse intestinale et sont dirigés vers les chylomicrons.
Les chylomicrons sont responsables du transport des caroténoides de la muqueuse intestinale
jusqu'au foie, via le systéme sanguin et lymphatique (TYSSANDIER et al., 2002) (in GARCIA-
CHAVARRIA et LARA-FLORES ,2013). Les lipoprotéines du sang et les cellules du foie sont en
charge deffectuer le transport des pigments jusqu'aux tissus périphériques. Le rein lui, est
impliqué dans le métabolisme d'excrétion des caroténoides (SCHIEDT et al., 1988). En effet, si
le systéeme sanguin devient saturé en caroténoides, ceux-ci seront transportés vers le rein puis
dans l'urine et les feces.

En comparaison avec d'autres nutriments pour les poissons, l'absorption des caroténoides est

considérée comme lente.
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11.5.3. Structures des principaux caroténoides retrouvés chez les poissons

e Le B-caroténe (f3, p-carotene)

I1s’agit d’un pigment caroténe de couleur orange qui fait partie des substances naturelles les plus
répandues tant chez les animaux que chez les végétaux. C’est le composé le mieux connu depuis
son isolement en 1831 de la carotte et son fractionnement en 1931 en trois isomeres a-, B- et y-

carotene (LERAY, 2010) Sa structure présente deux cycles [-ionones terminaux

(GUILLAUME et al ;2006). Le p-carotene est le composé le plus important comme précurseur
de la vitamine A (provitamine A), par clivage central de la molécule en rétinol et acide rétinoique.
Sa production industrielle est effectuée par synthese chimique mais également par culture de
microalgues (Dunaliella salina) ou de champignons (Blakeslea trispora, Mucor circinelloides)
(LERAY, 2010).

e L’astaxanthine (3,3’-dihydroxy-p, p-caroténe 4, 4°-dione)

Ce pigment posseéde deux groupes hydroxyle en position 3 et 3’ et deux groupes cétoniques en
position 4 et 4’. Il peut se trouver sous forme libre ou estérifice (mono ou diester)
(CHOUBERT,1986 ; GUILLAUME et al.,.2006). C’est le pigment naturel principal des
Salmonidés et de nombreux crustacés et mollusques. Combiné a une protéine, cette xanthophylle
donne la couleur bleue du homard (LERAY, 2010). Le krill antarctiqgue (Euphausia superba), la
micro algue Haematococcus pluvialis et la levure Phaffia rhodozyma sont utilises comme source
naturelle de pigment dans I’alimentation du saumon, de la truite et de la dorade japonaise (Pagrus
major) (GUPTA et al., 2006) (in MAOKA, 2011)

e La canthaxanthine (B, p-carotene-4-4’-dione)

Cette xanthophylle présente une structure proche I’astaxanthine avec 2 groupes cétoniques en
position 4 et 4 et deux groupes méthyle remplacant les deux hydroxyles (GUILLAUME et al.,
2006). Elle est utilisée pour colorer la chair des salmonidés et est produite par synthése chimique
ou par la microalgue Chlorella vulgaris (GOUVEIA, 1996) (in REBELO et al., 2020).

e Lazéaxanthine (p, p-caroténe-3,3’-diol)

Ce pigment xanthophylle est caractérisé par la présence de deux groupements hydroxyles en
position 3 et 3’. Chez les salmonidés, la zéaxanthine a été mise en évidence chez la truite arc-en-

ciel et le saumon atlantigue (Salmo salar) (CHOUBERT, 1992). La spiruline est considérée
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comme une source riche en zéaxanthine utilisée pour améliorer la pigmentation de la carpe
d’ornement et des poissons rouges (MAOKA, 2011 ; MAOKA, 2019).

e La lutéine (B, s-caroténe-3,3’-diol)

Ce pigment caroténoide posséde une structure de type a-caroténe. Assez fréquemment identifié
chez les salmonidés, tant dans la peau que dans le muscle (CHOUBERT, 1979) (in CHOUBERT,
1992) sous forme libre ou estérifice (CHOUBERT, 1992). Les tagetes (plantes herbacées)
constituent une source naturelle en Ilutéine utilisée en aquaculture pour la pigmentation du
poisson sériole et de la dorade rouge (MAOKA, 2011).

11.6. Amélioration de la pigmentation des poissons par les caroténoides

Dans l'industrie de l'aquaculture, les caroténoides sont inclus dans les régimes alimentaires des
Salmonidés, de la dorade japonaise (Pagrus major ),du pagre commun (Pagrus pagrus) et des
crustacés principalement sous formes de pigments dans le but d’améliorer la pigmentation de
leur chair ou de leur peau et donner ainsi une coloration souhaitable a ces organismes d’élevage
(DE CARVALHO et CARAMUJO, 2017 ). En effet, la pigmentation de la chair du saumon
atlantigue (Salmo salar) et de la truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) est considérée comme
le plus important critére de qualité¢ avec celui de la fraicheur.

D’autres études sont faites sur la possibilit¢ d’inclure les caroténoides, de sources naturelle ou
synthétique, dans I'alimentation d’autres espéces de poisson.

DOOLAN et al., 2008 parlent de I’astaxanthine synthétique comme étant le meilleur caroténoide
pour améliorer la coloration rouge du poisson Pagrus auratus et suggérent une concentration de
30 mg kg-1 pendant 50 jours.

BOONYARATPALIN et UNPRASERT., 1989 ont incorporé la poudre de spiruline a 10 % dans
I’alimentation du tilapia du Nile (Oreochromis niloticus) pendant 8 semaines et ont observé la
coloration rouge de la peau du poisson. Ces mémes auteurs ont également obtenu une coloration
orange en incluant 15% de farine de crevette chez le méme poisson. Chez la dorade royale
(Sparus aurata), I'utilisation de 40 mg kg-1 de la biomasse algale de la micro algue Chlorella
vulgaris 40 mg kg-1 d’aliment pendant 9 semaines a contribué a Iamélioration de la
pigmentation de la peau. (GOUVEIA et al., 2002).

Les poissons d’ornement tels que la carpe Koi, les poissons rouges, les cichlidés, les tétras, les
gouramis et de nombreux autres sont également sujets aux pratiques d’amélioration de la
pigmentation par les caroténoides. Et beaucoup d’essais sont réalisés sur ¢a ; I'incorporation de

100 mg kg-1 de canthaxanthine extraite du paprika (capsicum sp) dans I’aliment du barbus cerise
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Puntius titteya a permis au poisson d’avoir la coloration rouge. Les poissons de cette espéce dont
I’alimentation n’a pas été enrichic avec I'extrait, dans les conditions similaires, étaient dépourvus
de couleur rouge (LOVELL, 1988). SCHIEDT en 1998, avait observé une amélioration de la
pigmentation de Xiphophorus helleri lorsque ce dernier était nourri avec un aliment contenant
Calendula officinalis (plante herbacée) concluant que la lutéine contenue dans cette plante peut
étre utilisée comme source de pigment.

Dans I'union européenne, les doses recommandées pour I’astaxathine et la canthaxanthine
synthétiques sont de 80 mg kg-1 et 100 mg kg -1 d’aliment, respectivement (GUILLAUME et
al., 2006).
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I11. Méthodes d’analyses des pigments caroténoides
I11.1. Méthode d’extraction

L’extraction des caroténoides peut étre réalisée en utilisant des huiles ou des solvants organiques.
Mais la technique d’extraction par solvant est généralement la plus utilisée. Elle consiste a
épuiser une matrice solide ou liquide en molecules extractibles par un solvant qui va étre ensuite

éliminé par évaporation.

Beaucoup de solvants sont utilisés pour I’extraction des caroténoides mais le choix du solvant ou
la combinaison de solvants appropriés reste un facteur difficile car les caroténoides présentent
des différences dans leur groupement fonctionnel (polarité) et dans leur longueur de chaines. La

structure de la matrice joue également un role dans la sélection du bon solvant.

Par exemple, ’acétone et 1’éthanol sont souvent utilisés pour extraire les caroténoides polaires
(xanthophylles) tandis que I’hexane présente un meilleur choix de solvant d’extraction pour les

caroténoides non polaires (carotenes) (ZAGHDOUDI, 2015).

Il existe beaucoup de méthodes utilisant les solvants organiques pour Iextraction des
caroténoides a savoir : I’extraction par soxhlet, I'extraction assistée par micro-ondes (EMA),
I’extraction assistée par ultrason (EUA), I'extraction par solvants organiques accélérée par la

pression (PLE), I’extraction par fluide supercritiques (EFS) etc.
111.2.Méthode de quantification

La quantification des caroténoides est généralement réalisée par des techniques spectroscopigques

comme la spectrophotométrie UV-visible.

La spectrophotométrie UV-Visible est une méthode d’analyse quantitative et qualitative d’une
substance en solution mettant en jeu des photons dont les longueurs d’onde sont comprises dans
le domaine du visible (400-800nm) et de I'ultraviolet (200-400nm). Lorsqu’un rayonnement (I0)
de longueur d’onde donnée (L) est projeté sur une substance, une partie sera absorbée et une autre
partie sera transmise (I).La quantité de lumiere absorbée par I'échantillon est calculée. En utilisant
la loi de Beer-Lambert, cette absorption peut étre utilisée pour mesurer les concentrations des

solutions suivant la relation suivante :

A =log (ITO)zs-l-c

A : L’absorbance ou la densité optique (DO)
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€ : Le coefficient d'extinction en fonction de A en (L mol-1 cm- 1)

| : La longueur du trajet optique dans la solution traversée, correspondant a I’épaisseur de la cuve

utilisée (1 cm)
¢ : La concentration molaire de la solution (en mol/L)

La loi de Beer-Lambert n’est applicable que pour des radiations monochromatiques et pour des
solutions suffisamment diluées dans la limite de la linéarité.

111.3.Méthode d’identification qualitative : Chromatographie surcouche mince (CCM)

Parmi les techniques utilisées pour I'analyse qualitative des caroténoides, on retrouve la
chromatographie sur couche mince (CCM) qui est une méthode d’analyse simple, rapide,
polyvalente et peu codteuse. Elle permet la séparation, Iisolement, I'identification et Ia

quantification des différents constituants d’une substance complexe. (FRIED et al., 1982).

Elle utilise un équilibre hétérogene établi pendant I’écoulement d’un solvant pur ou d’un mélange
de solvants appelé phase mobile a travers une phase stationnaire qui est un solide actif appelé
sorbant (de nombreux sorbants sont disponible, mais généralement on utilise le gel de silice qui
sera fixé sur un support solide de feuille de verre, d'aluminium ou de plastique) pour séparer deux

ou plusieurs composants d’un échantillon transporté par le solvant (FRIED et al., 1994).

Les composants de I'échantillon interagissent a la fois avec les phases stationnaires et mobiles
selon que le mécanisme est dominé par le processus d’adsorption ou d’absorption. Dans le
premier cas, le mécanisme est appelé chromatographie d'adsorption et dans le second cas,
chromatographie de partage (TOUCHSTONE et al., 1983).

Le facteur principal dans toutes formes de chromatographie est le rapport frontal « Rating
Factor » appelé Rf. Ceci est défini comme le quotient obtenu en divisant la distance parcourue

par la substance échantillon et la distance parcourue par le solvant.

_ ladistance parcourue par la substance échantillon (a)

Rf =

la distance parcourue par le solvant (b)

Le résultat obtenu est une grandeur sans unité et toujours inferieur a1 : 0 <Rf<1.
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111.3.1.Chromatographie d’adsorption

C’est un procédé par lequel un échantillon est séparé par interaction entre les forces d'adsorption
d'un milieu (phase stationnaire) et d'un solvant (phase mobile) (TOUCHSTONE et al., 1983). Au
fur et & mesure que la phase mobile migre a travers le sorbant par écoulement capillaire, les
analytes faiblement adsorbés se déplacent avec le front du solvant, tandis que ceux qui sont plus

fortement liés sont retenus plus pres du point d'application de I'échantillon (WALL, 2005).

111.3.2. Chromatographie de partage

Dans la CCM de partage, une phase stationnaire liquide est adsorbée ou liée chimiquement au
support de gel de silice. La phase stationnaire doit étre insoluble dans la phase mobile. Lors de
l'application de [l'échantillon sur la couche de sorbant, les composants de ['échantillon
s'équilibrent entre les phases mobile et stationnaire. La migration des composants dépend de leur
solubilité relative ou de leur préférence pour les phases mobiles ou stationnaires. Sur cette base,
un composant qui a une plus grande affinité pour la phase mobile sera élué avant celui qui a plus
d'affinité pour la phase stationnaire (WALL, 2005).
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1. Travail sur terrain
1.1. Présentation du site de récolte (Anse de Kouali 3)

Le site de collecte des algues se situe dans la wilaya de Tipaza & 70 Km a I'ouest d’Alger. La
récolte des échantillons a été effectuée au niveau de la plage de I’Anse de Kouali 3 ayant pour
coordonnées géographiques : 36°59.0805° N, 2°49.2942° E et 36°59.1762° N, 2°49.4142° E
(figure 1.1 et 11.2).
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Figure 11.1: Localisation du site de récolte « Anse de Kouali 3 » (GoogleEarth 2020).

Figure 11.2 : Plage de I’Anse de Kouali 3.
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1.2. Récolte

La récolte d’algues a été faite en mars 2020 a la main a des niveaux superficiels allant de 0 & 50

cm de profondeur sur un substrat rocheux.

Pour notre étude, six (6) especes d’algues ont été choisies aléatoirement. Celles-ci se répartissent
en 2 rhodophytes (algues rouges), 2 chromophytes (=ochrophytes) (algues brunes) et 2

chlorophytes (algues vertes).

Ces algues ont été transportées dans des seaux en plastiques remplis d’eau de mer pour leur

identification spécifique au laboratoire.
2. Travail au laboratoire

2.1. Etude de la flore algale

2.1.1. Identification

Les algues récoltées ont été identifices a I'aide d’une loupe binoculaire (ST-39) et d’un

microscope optique (Mod.B3) au laboratoire de biologie de TENSSMAL.

Pour la précision spécifique de ces algues nous avons réalisé des observations morphologiques,
anatomiques et des coupes cytologiques.

2.1.2. Préparation du matériel végétal

Les algues destinées a I'étude biochimique ont d’abords été séparées manuellement et
débarrassées de toute source de contamination (débris, €piphytes, larves, crustacées...) puis

rincées a I’eau du robinet pour étre bien nettoyer.

Les algues ont ensuite été séchées dans des journaux a I’air libre a I’abri de la lumiére et de
I’humidité pendant quelques semaines. Une fois séchées, les algues ont été broyées a I'aide d’un
mortier jusqu’a I’obtention d’une poudre fine puis passées dans un tamis pour homogénéiser la
poudre et conservées dans des flacons en verre recouverts en papier aluminium afin d’éviter

I'effet négatif de la lumiére sur le taux des caroténoides.
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2.2. Etude biochimique
2.2.1. Détermination du taux de caroténoides
2.2.1.1. Extraction

L’extraction des caroténoides ainsi que toutes les analyses biochimiques ont été effectuées au

niveau du laboratoire de biochimie de TENSSMAL.

L’extraction a été réalisée a partir des six échantillons d’algues récoltées. On notera : Rhodo 1,
Rhodo 2, Chromo 1, Chromo 2, Chloro 1 et Chloro 2 pour les deux algues rouges, les deux brunes
et les deux vertes, respectivement.

La méthode utilisée pour cela est la suivante (C. Akrour-Aissou,2020.Protocole travaux pratiques

Nutrition-Alimentation,4éme année Aquaculture ):
Filtration sous vide :

-Filtration de 10 g de poudre de chaque échantillon dans un Buchner sous vide avec 40 ml

d’Hexane- Ethanol (1 :1). (maintien du mélange pendant quelques minutes).

-Poursuite de la filtration jusqu’a la décoloration du résidu. (épuisement de I’échantillon 3 a 4
fois),soit V1 ce volume.

Saponification :
-Ajout d’un volume égal de KOH méthanoique 10 % a la solution V1 obtenue.

-Chauffage du mélange pendant 10 min sur une plaque chauffante a 40°C puis refroidissement

direct dans un bac de glace.
Lavage :

-Transvasement du mélange dans une ampoule a décanter avec ajout de 25 ml d’Hexane et 20 ml

d’eau distillée.

-Légere agitation de 30 & 60 secondes et décantation.

-Aprés décantation, obtention de 2 phases : organique et aqueuse.

-Extraction de la phase aqueuse 2 fois par 40 ml de solvant Ethanol-Hexane (1 :1).
(Recupération de la deuxieme phase organique et rajout a la premiere).

-Evaporation de la solution obtenue dans un rotavapor a 40 °C pour la récupération de I’'Hexane.
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*Durant cette étape, le travail s’est effectué dans I'obscurité et les extraits obtenus ont été

conservés au frais a 4° C dans des ballons enveloppés dans du papier aluminium.

*Les ballons ont €té pesés avant et apres 'extraction afin de calculer les quantités de pigments

caroténoides extraites (Tableaull.1).

Tableaull.l : Quantités de pigments caroténoides obtenues aprés I’extraction

Echantillon

Rhodo 1

Rhodo 2

Chromo 1

Chromo 2

Chloro 1

Chloro 2

Poids du
ballon vide

(©))

109.6519

128.1881

137.4693

99.8222

129.9386

107.4369

Poids du
ballon apres
extraction

(9)

110.0564

128.3414

137.6551

100.0414

130.5128

107.7712

Quantité de
pigment
extraite (Q)

0.4045

0.1533

0.1858

0.2192

0.5742

0.3343

2.2.2.2. Quantification par spectrophotométrie UV-Visible

L’absorbance des extraits pigmentaires précédemment obtenues a ét¢ mesurée, a 450 nm qui
correspondent au maximum d’absorbance du p-carotene (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001), a

I'aide d’un spectrophotométre UV-Visible. Pour ce faire, le volume dans les ballons a été ajusté

a 25 ml avec de ’hexane et les échantillons dilués 6 fois. Les concentrations ont été ensuite

calculées a partir de la courbe d’étalonnage d’une solution de bichromate de potassium adaptée

par BENK (1960) et préparée comme suit :

-Dissolution de 0.036g de bichromate de potassium dans 100ml d’eau distillée ; chaque ml de la

solution correspond a 0.0266mg de caroténoides totaux calculés comme [-caroténe.

-Obtention d’une solution d’une concentration de 26.6 mg /L de caroténoides et préparation de

standards aux différentes concentrations : 1 mg/L, 2 mg/L, 5 mg/L, 10 mg/L et 15 mg/L.

-Lecture de ’absorbance de chaque standard contre I’eau distillée (blanc) a 450 nm

-Tragage de la courbe d’étalonnage.
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Tableau 11.2: Concentrations et absorbances des solutions étalons.

Etalons Concentrations (mg/l) Absorbances
Blanc (eau distillée) 0 0

Solution mére 26.6 0.477

S 1 0.053

S, 2 0.07

S; 5 0.126

Sy 10 0.213

Ss 15 0.314

0,35

0,3

0,25

0,2

0,15

ABSORBANCES

6 8 10
CONCENTRATIONS MG/L

y =0,0196x+0,0217
R?2=0,9888

12 14

Figure 11.3: Courbe d’étalonnage du bichromate de potassium.

16
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2.2.2. Analyse qualitative des caroténoides
2.2.2.1. Identification spectrale

Une analyse qualitative par spectrophotométrie UV-Visible a été utilisée sur les extraits
pigmentaires obtenues afin d’identifier les différents caroténoides existants, dans une plage de
balayage entre 380 et 800 nm de longueur d’onde. Les résultats obtenus (spectres d’absorption)

ont ensuite été rapportés sur ordinateur et identifiés selon la littérature.

2.2.2.2. ldentification par chromatographie sur couches minces « CCM »

Deux techniques de chromatographie sur couches minces (CCM) ont été utilisées pour identifier
les caroténoides présents dans les six échantillons d’algues : une CCM d’adsorption et une CCM
de partage. Dans la premiere, les couches ont ét¢ donc imprégnées par I’huile de vaseline et dans

la seconde ; les couches n’ont pas été imprégnées.

Deux protocoles ainsi que deux systemes d’éluants différents pour la phase mobile ont été utilisés

pour chacune de ces deux techniques.

e Séparation des caroté noides sur couches imprégnées par I’huile de vaseline (protocole

travaux pratique 4™ année aquaculture)
Réalisation

-1g d’échantillon est d’abord broyé dans 5 ml d’acétone avec la présence du sulfate de sodium
NaSO4 (une pincée) et de carbonate de calcium CaCO3 (une pincée également) jusqu’a obtention

d’une solution bien verte.
-Filtration de cette solution avec du papier filtre.
-Ajout de 0.2 ml d’éther de pétrole a 1 ml de cette solution.

-En parallele, la plaque chromatographique préte a I'emploi est plongée dans une cuve

chromatographique contenant une solution d’huile de vaseline a 8% dans I’éther de pétrole.
-L’imprégnation est interrompue quand le front arrive a 3 cm du bord supérieur.
-Les plaques sont ensuite séchées a I’air libre pour I’élimination totale de I’éther de pétrole.

-Une ligne de départ est tracée a 2 cm dans la partie non imprégnée sur laquelle une goutte de

chaque échantillon est déposée deux fois, a I’aide d’une micropipette.
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-Les plaques sont plongées, en position verticale, dans une cuve contenant le systeme de solvant
méthanol/acétone (5 :2) a 1 cm du bord inférieur de la plaque (partie non imprégnée), puis la

cuve est fermée pour qu’elle se sature de vapeurs de solvants.

-La migration est arrétée a 10 cm du bord supérieur (front du solvant).
e Séparation des caroténoides sur couches nonimprégnées
Réalisation

-Broyage de 5 g d’échantillon avec 10 ml d’éthanol.

-Filtration de la solution obtenue dans des ballons.

-Evaporation de I’éthanol avec le rotavapor.

-Récupération de I'extrait sec avec le systéme éthanol-acétone (9 : 1).

-Dépdt des échantillons dans des plaques chromatographiques sur une ligne de départ tracée a 2

cm du bord inférieur de la plaque.

-Plongement des plaques dans une cuve chromatographique contenant le systeme de solvant

Ether de pétrole /acétone (6 :4).

-Arrét de la migration a 10 cm (front du solvant).
2.2.3. Incorporation des pigments dans I’alime nt
2.2.3.1. Caractéristiques de I’alime nt utilis é

Il s’agit d’un aliment commercial destiné aux poissons d’élevage de la marque« NatureAlleva »
qui provient d’Italie. C’est un aliment complet extrudé se présentant sous formes de granulés
fabriqué a partir de tourteau de farine de soja, de farine de poisson, de gluten de mais, de féverole,
de tourteau de colza, d’huile de poisson, de bl¢, d’huile de colza, de chlorure de choline, de

lécithine, d’oligoéléments et d’antioxydants.

Un dosage des caroténoides sur I’échantillon d’aliment ainsi qu’une analyse spectrale par un
spectre UV-Visible ont été effectués suivant les mémes protocoles utilisés précédemment pour
les algues. Le but était de determiner la teneur de I'aliment commercial en caroténoides et

d’identifier les différents pigments déja existant avant incorporation des nouveaux.
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2.2.3.2. Méthode d’incorporation
Les extraits de pigments de chaque échantillon d’algue sont dissous dans 25 ml d’hexane qui par
la suite seront évaporés a l'aide d’un évaporateur sous flux d’azote jusqu’a I’obtention d’un

volume de 5ml afin d’avoir un concentré de pigments (cette étape a été réalisée au niveau du

laboratoire de chimie marine a la station de Sidi Fredj de TENSSMAL).

L’ensemble de ses préparations est introduit dans I’aliment commercial, de facons a réaliser une
concentration d’environ 80 mg jusqu’a 100 mg de pigments caroténoides dans 1 kg d’aliment
(cette quantité a était choisie par rapport a plusieurs études faite par CHOUBERT, 1992 et
GUILLAUME et al.,2006 sur I’incorporation des pigments dans le régime alimentaire des

pOoIssons).

Dans notre étude nous avons travaillé avec 600 g d’aliment, les quantités de caroténoides a
incorporer étaient donc calculées en fonction de cette nouvelle quantité d’aliment (soit 60 mg-90
mg / 600g d’aliment). Pour rentrer dans cette norme, nous avons pris des quantités de pigments

plus ou moins égales de chaque échantillon d’algue (Tableaull.3).

Les extrais pigmentaires obtenus sont dissous dans I’huile de soja pour les incorporer par la suite
dans I'aliment (broyé) en raison de : 1% de pigment avec 1% d’huile végétale. Le mélange est
ensuite soumis a un agitateur vortex (WEERATUNGE et PERERA,2016).

Le choix de I'huile de soja ainsi que cette méme proportion pour I’incorporation dans I’aliment
est basé sur une étude faite par WEERATUNGE et PERERA,2016 sur les poissons rouges, ou
ils ont révéle que l'aliment formulé a base de I'huile de soja avait une grande efficacité sur
I’amélioration de la pigmentation de la peau des poissons comparé aux aliments préparés avecC

d’autres types d’huiles.

+ Exemple de calcul de la quantité de caroténoides (a incorporer) chez I’algue rouge

Rhodo 1
153 mg » 5 ml d’hexane
10 mg —> X

X (Quantité d’hexane prélevé pour avoir environ 10 mg de pigments) =0.326 ml
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Tableaull.3 : Quantité de pigments caroténoides a additionner a I’aliment

Echantillon Rhodo 1 | Rhodo 2 Chromo 1 | Chromo 2 | Chlorol Chloro2

Poids du tube vide | 14.8063 | 14.9282 14.8748 14.8170 14.8157 | 14.8257
(9)

Poids du tube 14.8256 | 14.9410 14.8946 14.8290 14.8240 14.8321
apres
concentration des
caroténoides (g)

Quantité de 18.8 12.8 19.8 12 8.3 6.4
pigments obtenue
(a additionner)

(mg)

Figure 11.4: Addition des pigments caroténoides dissous dans I’huile de soja a I’aliment.

2.2.3.3. Analyse des caroténoides

L’aliment enrichi a été séché pendant 24h a Iair libre et & abri de la lumiere, les caroténoides
ont été ensuite quantifiés par spectrophotométrie UV-Visible. Une analyse qualitative des
spectres a également été faite. Les résultats obtenus ont ét€ comparés avec ceux de ’aliment non

enrichi.
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Résultats et discussion

|. Résultats

I.1.1dentification des algues

Les six algues échantillonnées correspondent a :

Algue 1 (Rhodo 1) : Sphaerococcus coronopifolius

e Systématique :

Embranchement Rhodophyta

Classe Florideophyceae

Sous-classe Rhodymeniophycidae

Ordre Gigartinales

Famille Sphaerococcaceae

Genre Sphaerococcus

Espéce Sphaerococcus coronopifolius Agardh 1842

Figure 111.1 : Aspect général de I’algue Sphaerococcus coronopifolius.
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Figure 111.2 : Coupe transversale de I’algue Sphaerococcus coronopifolius G 10*40.

e Description

C’est une algue cartilagineuse, de couleur allant d’un rouge sombre a la base vers un rouge vif
aux extrémités, peut atteindre jusqu’an 25cm de hauteur (DELEPINE et al., 1987) , notre
échantillon mesure environ 11 cm. Elle se fixe au substrat par un large disque basal a partir
duquel s'élevent un ou plusieurs axes cylindriques, son thalle est généralement trés ramifié, est
formeée d’¢léments légérement aplatis, avec une croissance apicale.

e Biologie

C’estune algue pérennante (qui peut vivre plusieurs années).le cycle de développement de
cette algue est trigénétique avec gamétophyte et tétrasporophyte isomorphe (DELEPINE etal.,
1987).

e Ecologie

Vit sur les fonds rocheux peu éclairés, dans les eaux calmes ou battues. On la trouve de la surface
jusqu’a 30 m de profondeur (GARCIA-GOMEZ,2015).

¢ Distribution géographique

Dans I’Atlantique Est, des iles Britanniques au Maroc. Présente dans toute la Méditerranée

jusqu’au détroit de Gibraltar. Egalement présente dans la mer Noire (GARCIA-GOMEZ, 2015).

En Algérie : lles Habibas, Arzew, Chercher, Chenoua, Ain Tagourait, Anse de Kouali, Bousmail,
Sidi-Fredj, Ain Benian, Boumerdes, Gouraya, Taza (OULD AHMED, 2015)
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e Utilisation :

Résultats et discussion

Cette espéce a une utilisation potentielle médicale si on se référe a son exploitation en Chine
(DELEPINE et al., 1987).

Algue2 (Rhodo 2) : Jania rubens

e Systématique :

Embranchement Rhodobionta / Rhodophyta

Classe Sphaerococcaceae

Sous classe Corallinophycidae

Ordre Corallinales

Famille Corallinaceae

Genres Jania

Espéce Jania rubens (Linnaeus) Lamouroux, 1812

Figure 111.3 : Aspect général de I’algue Jania rubens.
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e Morphologie

C’est une algue calcaire, elle forme une touffe de filament de 2 a 5 cm de diameétre de couleur
rose violacé, voire blanche quand elle est morte. Son thalle est formé de filaments cylindriques,

dressés, a ramification dichotome. Sa croissance se fait par un ensemble d’initiales apicales.
e Biologie

Algue vivace (qui vit plusieurs années) dont le thalle persiste en totalité (phanérophycée) pendant
la mauvaise saison. Le cycle de développement de cette algue est complexe tri-génétique : les
thalles sexués portent a la fois des conceptacles males (en forme de fuseaux aux extrémités des
filaments) et de conceptacles femelles (en forme de cryptes), il existe aussi un troisieme type de

conceptacles, les conceptacles a tétrasporocystes (BOUDOURESQUE et al., 2006).
e Ecologie

Elle se trouve généralement a 1’état d’épiphyte sur diverses algues (Cystoseira, Halopteris,
Halopitys, Digenea, etc....). C’est une espéce photopile qui vit sur les rochers éclairés dans
l'étage infralittoral (proche de la surface jusqu’a 20m), en mode calme (GARCIA-GOMEZ,
2015).

¢ Distribution géographique
On peut trouver cette algue dans la mer Baltique, I'Atlantique et I'océan Indien ainsi que la mer

Méditerranée (GARCIA-GOMEZ, 2015).

En Algérie : lles Habibas, Ain Tagourait, Anse de Kouali, Bousmail, Sidi-Fredj, Ain Benian,
Gouraya, Taza (OULD AHMED, 2015).

e Utilisation :

Cette espéce est utilisée comme vermifuge dans plusieurs pays. Dans [Iindustrie
cosmétique, Jania rubens est souvent dénommée comme « corail végétal » utilisée dans la
fabrication de crémes dont le but est d’assouplir la peau et I'hydrater (DELEPINE et al., 1987).
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Algue 3 (Chromo 1) : Sargassumvulgare

e Systématique

Embranchement Ochrophyta

Classe Phaeophyceae

Ordre Fucales

Famille Sargassaceae

Genres : Sargassum

Espece : Sargassum vulgare C. Agardh 1820

Figure 111.4 : Aspect général de ’algue Sargassum vulgare.
e Description

C’est une algue coriace, de couleur brun clair a brun foncé, de 20 a 80 cm de longueur

(DELEPINE et al., 1987), la taille de notre échantillon est de 15 cm , trés ramifiees, a nombreux
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rameaux qui portent des ramifications ressemblant a des feuilles , au bord dentelé ou légérement

ondulé, porte géneralement des vésicules sphériques ou flotteur. Elle est d’une croissance apicale.
¢ Biologie

C’est une algue autotrophe, avec un cycle de développement monogénétique

(BOUDOURESQUE et al., 2006).
e Ecologie

Elle colonise les substrats durs de I’étage infralittoral supérieur (DELEPINE et al., 1987).
¢ Distribution géographique

Elle se trouve dans la zone tempérée a chaude et tropicale de I’ Atlantique, dans I’ensemble de la
Méditerranée et dans la mer Noire. Elle est originaire du Pacifique (GARCIA-GOMEZ, 2015).

En Algérie : Ain Tagourait, Kouali, Bou-Ismail, Sidi Fredj, Ain Benian,Bourmedes, Gouraya,
Taza) (OULD AHMED et al.,2013).

e Utilisation

Elle est utilisée dans I’alimentation humaine (surtout en Asie et en Europe), dans la médecine
(pour ses propriétés vermifuges) et aussi 'utilisation potentielle comme source de phycocolloides
(DELEPINE et al., 1987).

Algue 4 (Chromo 4) : Padina pavonica

e Systématique :

Embranchement Ochrophyta

Classe Phaeophyceae

Sous-classe Dictyotophycidae

Ordre Dictyotales

Famille Dictyotaceae

Genres Padina

Espece Padina pavonica (Linnaeus) Thivy, 1960
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Figure 111.5 : Aspect genéral de I’algue Padina pavonica.

Figure 111.6 : Coupe transversale de ’algue Padina pavonica. G 10*40.

e Description

Padina est une algue brune trés reconnaissable grace a son thalle en forme d’éventail enroulé,
fixé par une touffe de rhizoides avec une base cylindrique, sa taille varie de 5a 15cm (DELEPINE
et al., 1987), la taille de notre échantillon est de 7cm, de couleur brun jaunatre plus ou moins
masquée sur une face par un fin revétement qui calcaire. La croissance du thalle se fait par les

marges.
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¢ Biologie

C’est une espece qui se trouve souvent fixée sur d'autres algues, elle est présente toute I'année

(surtout en été). Son cycle de reproduction est digénétique isomorphe (NI-NI-WIN et al., 2011).
e Ecologie

Elle se développe sur les rochers et les pierres des fonds peu profonds bien éclairés, horizontaux
ou peu inclinés, aux eaux calmes. On la trouve de la limite inféricure de la marée jusqu’a 30 m
de profondeur (GARCIA-GOMEZ, 2015).

¢ Distribution géographique

Atlantique nord-est (des iles britanniques a la Mauritanie), Atlantique nord-ouest, Méditerranée,
mer Noire (DELEPINE et al., 1987).

En Algérie : lles Habiba, Arzew, Cherchell, Chenoua, Ain Tagourait, Kouali, Bou-Ismail, Sidi
Fredj, Ain Benian, Bourmedes, Gouraya, Taza (OULD AHMED et al., 2013).

e Utilisation

Cette espece est utilisée en pharmacie et en cosmétique (favorise le renouvellement des
glycosaminoglycanes de la peau), utilisee en médecine et présente aussi des possibilités

alimentaire (en se référant au pratique asiatiques) (DELEPINE et al., 1987).
Algue 5 (Chloro 1) : Ulvarigida

e Systématique

Embranchement Chlorophyta

Classe Ulvophyceae

Ordre Ulvales

Famille Ulvaceae

Genres Ulva

Espéce Ulva rigida C. Agardh, 1824
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Figure 111.7 : Aspect général de I’algue Ulva rigida.

Figure 111.8 : Coupe transversale de ’algue Ulva rigida G 10*40.

e Description

L’algue Ulva rigida ou « laitue de mer » est une macroalgue verte qui se distingue par un thalle
foliacé, mince, fixé au substrat par un petit disque formé de nombreux rhizoides, Sa taille varie
de quelques centimétres carrés a plusieurs décimetres carrés ; elle est d’autant plus grande que
les eaux sont peu agitées et sont eutrophisées (LAURET et al., 2011). Sa croissance est d’abord

terminale puis diffuse quand la structure distromatique apparait.
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¢ Biologie

C’est une espéce pérenne, abondante au printemps et en hiver. Le cycle reproductif est
digénétique. Les gamétophytes engendrent des gametes biflagellés anisogames et les sporophytes
des spores quadri flagellées (SERIDI, 1990).

e Ecologie

C’est une espece qui vit dans les eaux peu profonde, étages médiolittoral et infralittoral supérieur,
elle se trouve en abondance dans des zones bien illuminées et riches en sels nutritifs (LAURET
etal., 2011).

¢ Distribution géographique

Se trouve généralement dans I’ Atlantique Est, de la Scandinavie et I'Islande aux Canaries, dans

I’Atlantique Ouest, en Méditerranée, en mer Noire, et dans I'océan Pacifique (GARCIA-
GOMEZ, 2015).

En Algérie : Alger, Bordj El Kiffan, EI Marsa,Sidi-Fredj , Ain Benian Surcouf; Bourmerdes,
Boudouaou; Tipaza, Bouharoun, Bou-Ismail, Anse de Kouali, Ain Tagourait, Cherchell ; Oran,
Mers El Hadjadj, lles Habibas, Arzew (OULD AHMED et al., 2019).

e Utilisation

Cette espece est utilisée généralement dans I’alimentation humaine (peut étre consommées cru
sous forme de salade), dans I’alimentation animale et médicale en raison de sa richesse en
vitamine C, A, fer, calcium et magnésium, utilisée aussi en cosmétique (pour les soins purifiants,
revitalisants, calmants et anti-dge) (DELEPINE et al., 1987).
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Algue 6 (Chloro 6) : Cladophora laetevirens

e Systématique

Embranchement Chlorophyta

Classe Ulvophyceae

Ordre Cladophorales

Famille Cladophoraceae

Genres Cladophora

Espece Cladophora laetevirens (Dillwyn) Kutzing 1843

Figure 111.9 : Aspect général de I’algue Cladophora laetevirens.

e Morphologie

C’est une algue de couleur vert claire, souvent plus foncé a sa base. Elle forme des touffes de

filaments ramifiés et articulés, qui se fixent au substrat par des rhizoides, la taille de notre

¢chantillon est d’environ 7 cm de hauteur. Sa croissance est apicale et intercalaire.

e Biologie

Cette algue est annuelle. Elle se développe en fin d'hiver et au printemps puis régresse en été.

Son cycle de développement est digénétique isomorphe (SERIDI, 1990).
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e Ecologie

Cette algue est présente dans I’étage médiolittoral a l'infralittoral supérieur, dans les cuvettes et
plus rarement dans des chenaux rocheux, plus ou moins ensablés ou avec des graviers, voire
méme sur sable pur (JULVE et al., 2006).

e Distribution géographique
C’est une espece qui se trouve en Méditérranée, Corse, Tunisie, Atlantique, Maroc, iles Canaries.

En Algérie : Alger, Surcouf, Sidi-Fredj, Ain Benian; Oran, Mers El Hadjadj ,lles Habibas,
Arzew; Tipaza, Cherchell, Chenoua, Ain Tagourait, Anse de Kouali; Jijel, Taza
(OULDAHMED et al., 2019).

e Utilisation

Cette algue est utilisée généralement pour I’alimentation des poissons herbivores, car elle riche
en protéine (utilisée en pays asiatiques pur I’alimentation du poisson chano) (MIHRANYAN,
2010).

1.2. Analyse quantitative des caroténoides

Les concentrations des échantillons en caroténoides (représenté par le [-carotene)
correspondantes aux absorbances ont été déterminées a partir de 1’équation de régression linéaire
de la courbe d’étalonnage. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau Ill.1et la figure
[11.10.
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Tableau I11.1 : Lateneur en caroténoides totaux dans les algues échantillonnées

Echantillon Absorbance | Concentration | Concentration | Teneur en
mg/ L mg/10g caroténoides
* mg/100g
Blanc (hexane) 0 0 0
Sphaerococcus coronopifolius | 0.083 18.765 0.462 4.62
Jania rubens 0.061 12.030 0.340 3.40
Sargassumvulgare 0.233 32.341 1.299 12.99
Padina pavonica 0.059 11.418 0.329 3.29
Ulvarigida 0.058 11.112 0.323 3.23
Cladophora laetevirens 0.086 19.684 0.479 4.79

*10g correspond a la prise d’essai de I’échantillon

[C] (mg/ 100g)

S.coronopifolius

J.rubens

Echantillons

S.vulgare

P.pavonica

U.rigida

C.laetevirens

Figure 111.10: Histogramme présentant les différentes teneurs en caroténoides chez les

différentes algues.
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1.3. Identification des caroténoides par analyse spectrale

Les spectres obtenus par le balayage d’absorbances des échantillons d’algues sont présentés dans

les figures ci-dessous.

Nous avons identifié quelques pics d’aprés les maximums d’absorbances de certaines molécules
de caroténoides dans I’hexane établis par (HAGER et MEYER-BERTERATH, 1966 ;
RODRIGUEZ-AMAYA, 2001). Les résultats sont donnés dans le tableau 111.2.
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Figure 111.11 :Spectre d’absorption des caroténoides dans ’hexane chez Sphaerococcus
Coronopifolius
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Figure 111.12 : Spectre d’absorption des caroténoides dans I'hexane chez Jania rubens
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Figure 111 13:Spectre d’absorption des caroténoides dans I’hexane chez Sargassum vulgare
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Figure 111 14:Spectre d’absorption des caroténoides dans ’hexane chez Padina pavonica
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Figure 111.15 :Spectre d’absorption des caroténoides dans I’hexane chez Ulva rigida
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Figure 111.16 :Spectre d’absorption des caroténoides dans I’hexane chez Cladophora

laetevirens
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Tableau 111.2 : Les pics identifiés et leurs pigments caroténoides correspondants (HAGER et

MEYER-BERTERATH, 1966 ; RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Résultats et discussion

Echantillon Numéro du | Longueure d’onde (nm) | Pigment correspondent
pic dans la
figure
Sphaerococcus 3 451 ~ 450 p- caroténe
coronopifolius gécarzgrt]?ﬁi?]tgine
Jania rubens 2 476~ 477 B- caroténe tout-tans
3 451~ 450 B- caroténe
B-cryptoxathine
Zéaxanthine
Sargassum vulgare 2 474~ 472 Lycopene
3 451~ 450 B- caroténe
B-cryptoxathine
Zéaxanthine
Padina pavonica 3 475~ 472 Lycopene
4 451~ 450 B- carotene
B-cryptoxathine
Zéaxanthine
Ulva rigida 4 478~ 477 B- caroténe tout-tans
5 451~ 450 B- caroténe
B-cryptoxathine
Zéaxanthine
Cladophora 4 478~ 477 p- caroténe tout-tans
laetevirens 5 451~ 450 B- caroténe
B-cryptoxathine
Zéaxanthine
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4. Identification des caroténoides par CCM
4.1. Lecture des plaques imprégnées a I’huile de vaseline (chromatographie de partage)

Nous avons procédé a la lecture des plaques apres de 45 min de développement. La distance

parcourue par I’éluant durant ce temps a été¢ de 10 cm.

Les plaques ont révelé des taches de couleur verte, noire, orange et jaune mais seules ces deux
dernieres ont été identifiées car elles sont caractéristiques des pigments caroténoides tandis que
les taches vertes correspondent aux pigments chlorophylliens et les noires aux phéopigments ou
pigments dégradés (figure 111.17). Les Rf ont été calculés et comparés a ceux trouvé dans la

littérature utilisant le méme systeme éluant dans la phase mobile (méthanol/acétone (5 :2)

Les résultats de I'identification selon (RANDERATH, 1971) sont présentés dans le tableau I11.3 :

Figure 111.17: Plaque chromatographique imprégnée a I'huile de vaseline présentant les

taches apparues chez I’algue brune Sargassum vulgare aprés développement.
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Tableau I11.3 : Pigments caroténoides correspondants aux taches obtenues par la
chromatographie de partage (RANDERATH, 1971).

Algue Rf obtenu Couleur de la | Rf voisinant Pigment
tache selon la correspondant
littérature
Sphaerococcus 0.84 Orange 0.83 -apo-8’-
Coronopifolius caroténal (C30)
Jania rubens 0.83 Orange 0.83 B-apo-8’-
caroténal (C30)
Sargassum vulgare 0.13 Orange 0.10 B-carotene
0.83 Jaune orange | 0.83 [-apo-8’-
Ulva rigida caroténal (C30)
Cladophora laetevirens | 0.83 Jaune orange | 0.83 -apo-8’-
caroténal(C30)

4.2. Lecture des plagues non imprégnés (chromatographie d’adsorption)

Apres développement durant 40 min et 10 cm de distance parcourue par I’éluant, les plaques

chromatographique ont révélé des taches dont le Rf a été calculé et comparé a celui donné par

(CSERHAT, 2007) utilisant le méme systeme éluant dans la phase mobile (éther de

pétrole /acétone (6 :4)). Les résultats de I'identification sont présentés dans le tableau I11.4.
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—m

Figure 111.19 : Taches apparues aprés 40 min
de développement et 10 min de distance
parcouru par I’¢luant.

Figure 111.18 : Développement de la

plaque chromatographique dans la cuve.

Tableau I11.4 : Pigments caroténoides correspondants aux taches obtenues par la
chromatographie d’adsorption (CSERHAT, 2007)

Algue Rf obtenu Couleur de la | Rf voisinant Pigment
tache selon la correspondant
littérature
0.89 Jaune orange 0.91 [-caroténe
diépoxyde
Sphaerococcus
Coronopifolius _
0.93 Jaune 0.93 [-carotene
Janiarubens 0.88 Jaune 0.91 [-caroténe
diépoxyde
0.93 Jaune 0.93 B-caroténe
0.89 Jaune orange 0.91 B-caroténe
Sargassum vulgare diepoxyde
0.95 Jaune 0.93  —caroténe
Ulva rigida 0.94 Jaune 0.93 [} —caroténe
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5. Comparaison entre I’aliment avant et aprés I’incorporation des pigments

Les figures 111.20 et 111.21 présentent les spectres obtenus par spectroscopie des caroténoides

presents dans I’aliment avant et aprés enrichissement en caroténoides. On trouve dans les deux

aliments des pics 5 et 6 situés a 451 nm qui correspondesnt au pigment B-carotene, des pics 4 et

5 situés a 480 nm qui correspondent a la rhodoxanthine, ainsi que des pics 6 et 7 situés a 401 nm

que n’avons pu identifier. Les autres pics sont attribués aux pigments chlorophylliens qui ne font

pas I'objet de notre étude. L’identification des pics a été faite selon HAGER et al., 1967.
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Figure 111.21 : Spectre d’absorbance des pigments caroténoides dans I’aliment aprés

enrichissement en caroténoides.

Les résultats du dosage des caroténoides dans I’aliment avant et aprés enrichissement en

caroténoides sont rapportés dans le tableau I11.5.

Tableau I11.5 : La teneur en caroténoides dans I’aliment avant et aprés enrichissement en

caroténoides.
Echantillon Absorbance | Concentration | Concentration Teneur en
mg/ L mg/10g caroténoides
mg/100g
Aliment commercial 0.058 11.112 0.323 3.23
Aliment apres 0.089 20.60 0.496 4.96

I'incorporation des

pigments caroténoides
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I1. Discussion

11.1. Analyse quantitative des caroténoides

Les teneurs en caroténoides des différentes algues sont hétérogenes et varient entre 3.23 et 12.99
mg/100g de matiére seche. La quantité la plus élevée a été obtenue avec I’algue brune Sargassum
vulgare avec un taux de 12.99 mg/100g de matiere seche, tandis que la quantité la plus faible a
été observée chez I'algue verte : Ulva rigida avec un taux de 3.23 mg/100g de matiere seche.
Ainsi que pour les autres algues les teneurs étaient de 4.79, 4.62, 3.40, 3.29 mg/100g de matiere
seche pour Cladophora laetevirens, Sphaerococcus coronopifolius,Jania rubens et Padina

pavonica respectivement (Tableau 111.1).

Selon des études faites par FU et al., 2014 et MINHAS et al., 2016, la production des
caroténoides chez les algues peut étre induite par différents facteurs de stress telles que la
température, la salinité et l'irradiance, et d’aprés ORTIZ et al., 2006 les teneurs en pigments chez

les algues changent selon leur répartition géographique.

En générale, les algues brunes sont les plus riches en caroténoides, d’ou la forte concentration

obtenu chez I’algue brune Sargassum.

Cependant, aucune étude a notre connaissance n’a €té trouvée dans la littérature sur les teneurs

en caroténoides chez les macroalgues, qui nous permettra de comparer nos résultats.

En revanche, ces valeurs sont inférieures a celles trouvées chez certaines especes de microalgues,
qui constituent une source naturelle exceptionnelle de caroténoides. Parmi ces microalgues on
note : Tetraselmis suecica, Arthrospira platensis (spiruline) et Porphyridium cruentum qui
contiennent 297.24 mg 100g?1, 169 mg 100g?, 167.2 mg 100g! respectivement, d’aprés DI
LENA et al., 2018 et CHOUBERT, 1979.
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11.2. Identification des caroténoides par analyse spectrale

L’analyse qualitative des caroténoides par spectrophotométriec UV-Visible entre 380 et 800 nm
de longueur d’onde sur les échantillons d’algues, nous a révélé la présence de deux pigments
carotenes : le B -caroténe et le lycopéne dont le maximum d’absorbance dans I’hexane selon la
littérature est de 450nm et 772 nm respectivement (HAGER et MEYER-BERTERATH, 1966 ;
RODRIGUEZ-AMAYA, 2001). Le p-caroténe a été identifié chez les six algues échantillonnées
a savoir : les rouges, les vertes et les brunes .Le lycopéne cependant n’a été identifié¢ que chez les
deux espéces d’algues brunes S.vulgare et P.pavonica. Une autre molécule présentant un pic a
477 nm dans I’hexane a également été identifié¢e d’apres la littérature comme B-caroténe all-
trans; molécule isomere du B-caroténe chez les deux especes d’algues vertes U.rgida et C.
laetevirens et chez une seule espeéce d’algue rouge Jania rubens.L’analyse spectrale nous a
également révélé la présence de deux pigments xanthophylles : la B-cryptoxanthine et la
zéaxanthine avec un maximum d’absorbance de 450 nm pour les deux molécules; maximum
d’absorbance égale a celui du p-carotetne (HAGER et MEYER-BERTERATH, 1966 ;
RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).Ces deux xanthophylles ont été retrouvées chez toutes les

especes d’algues étudiees.
11.3. Identification des caroténoides par CCM
11.3.1. Lecture des plaques imprégnées a I’huile de vaseline (CCM de partage)

L’identification des caroténoides par CCM de partage nous a permis de constater la présence
majoritaire d’un apocaroténoide ; le B-apo-8’-caroténal (C 30) (Rf ~ 0.83) chez toutes les algues
échantillonnées sauf chez I’algue brune Padina pavonica. Il s’agit d’un derivé des caroténoides
résultant de leur oxydation. Nous avons également retrouvé le B-caroténe chez I’algue brune
Sargassum vulgare seulement (Rf ~0.10).Cependant, aucune tache n’a pu étre identifiée chez la

deuxieme algue brune P. pavonica.

11.3.2.Lecture des plaques non imprégnées (CCM d’adsorption)

Nous avons noté, d’apres la séparation des caroténoides par CCM d’adsorption, que le B-carotene
(Rf~0.93) était présent chez les deux algues rouges, ’algue brune Sargassum vulgare et I’algue
verte Ulva rigida. Aucune tache n’a cependant pu étre identifiée chez les deux autres algues
restantes (Padina pavonica et Cladophora laetevirens). Nous avons également retrouvé une
forme oxydée du B-caroténe (époxyde) comme le B-caroténe di époxyde probablement di a

I'oxydation par I'air ou la lumiére.
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La distribution des différents caroténoides retrouvés dans les algues échantillonnées d’apres nos

résultats de DPanalyse qualitative par spectrophotomeétrie UV-Visible ainsi que la

chromatographie sur couches minces de partage et d’adsorption peuvent étre résumés dans le

tableau suivant :

Tableau I11.6 : Les différents caroténoides révéles par les différentes méthodes d’analyses

qualitatives.

Echantillon Caroténoides réveles | Caroténoides Carotenoides
par analyse révélés par révelés par
qualitative spectrale | CCM de CCM

partage d’adsorption
Sphaerococcus [3- caroténe [-apo-8’- [-caroténe
coronopifolius p -,cryptox_athlne caroténal p -C arotene
Zeéaxanthine diépoxyde
Algues
rouges B- carottenet ’ [-apo-8’- B-caro{gne
Jania rubens p cryproxathine caroténal p ~carotene
Zéaxanthine diépoxyde
[- carotene tout-tans
Sargassum vulgare | B- caroténe B-caroténe B-caroténe
B-cryptoxathine B-carotene
Zéaxanthine diépoxyde

Algues Lycopéne

brunes Padina pavonica | B- caroténe N.I N.I
[B-cryptoxathine
Zéaxanthine
Lycopéne

Algues Ulvarigida B- carotene [-apo-8’- B-carotene

vertes p-cryptoxathine caroténal
Zéaxanthine
[- carotene tout-tans

Cladophora [3- caroténe -apo-8’- N.1
laetevirens p -,cryptox_athlne caroténal
Zeaxanthine
[3- caroténe tout-tans

*N.I : non identifié

Selon la littérature, les travaux de GOODWIN, 1976 et TAKAISHI, 2011 rapportent que les

quatres pigments caroténoides dominants des algues rouges (Rhodophytes) sont : I’a-carotene,
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le B-carotene, la lutéine, et la zéaxanthine. D’autres pigments tels que la B-cryptoxanthine,
I’antheraxanthine et la violaxanthine ont aussi été rapportés chez quelques especes. (GOODWIN,
1976).

Chez les algues brunes (Ochrophytes), la fucoxanthine est le pigment caroténoide dominant.
Chez les Phéophycées (macroalgues brunes), le B -caroténe et la violaxanthine ont été rapporté
en plus de la fucoxanthine. (GOODWIN, 1976).

Selon (TAKAISHI, 2011), les phéophycées contiennent de la zéaxanthine, la diatoxanthine et la

diadinoxanthine en plus des trois pigments déja cités.

GOODWIN (1976) et TAKAISHI (2011), signalent la présence de I’a-caroténe, le p-caroténe, la
zéaxanthine, la violaxanthine, la néoxanthine,la lutéine, la loroxanthine et la siphonaxanthine

chez les ulvophycées (classe appartenant aux algues vertes ou Chlorophytes).

En comparant nos résultats de I’analyse qualitative des caroténoides avec les données
bibliographiques sur la distribution des caroténoides chez les macroalgues marines, nous avons
trouvé une qu’ils étaient plus ou moins similaires notamment pour les caroténoides les plus
répondus chez les algues comme le B-carotene et la zéaxanthine .L’absence d’autres pigments
rapportés comme majoritaires chez les algues marines comme la lutéine et la violaxanthine
pourrait s’expliquer par les techniques d’analyses choisies pour I'identification des caroténoides.
Par exemple I'utilisation de la spectrophotométric UV-Visible pour I'analyse qualitative des
molécules. En effet cette méthode est peu efficace et on privilégie la HPLC (Chromatographie
liquide a haute performance) a la place. Les techniques analytiques concernent également le
choix du solvant de I’extraction et le solvant de 1’é¢luant contenu dans la cuve chromatographique
(phase mobile) de la chromatographie sur couches minces. De plus, les caroténoides sont des
molécules instables qui se dégradent et s’oxydent facilement au contact de I’air, de la lumiere ou
de la chaleur. Ceci expliquerait la présence du (-carotene di époxyde dans nos résultats ou des

apocaroténoides comme le p-apo-8’-caroténal (C 30).
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11.4. Comparaison entre I’alime nt avant et aprés enrichissement en caroténoides
Nos résultats ne montrent pas une différence significative entre les deux aliments. En effet, on

retrouve dans les deux spectres des pics caractéristiques situés a 451 et 480 nm et qui
correspondent aux pigments caroténoides B-carotene et Rhodoxanthine respectivement selon la
littérature.

Cependant, on constate que le taux des caroténoides dans I’aliment enrichi est de 4.96 mg100g?.
Ce taux est en moyenne supérieur a celui trouvé dans I’aliment commercial qui est de 3.23 mg

100g1, mais il reste insuffisant par rapport a la quantité souhaitable (10mg 100g).

Par ailleurs, au regard des valeurs obtenus, il ressort que nous n’avons pas abouti a des résultats
concluants concernant I'incorporation des pigments dans I’aliment commercial destiné aux

poissons d’¢levage. Cecipeut étre expliqué par :

- Le protocole d’incorporation suivi
- La durée d’analyse d’aliment aprés I'incorporation des pigments qui est de 24h.

- L’altération de nos pigments qui a empéché leur apparition dans I’aliment.

D’aprés une étude faite par CALVO et al 2020, I'ajout de I’antioxydant butylhydroxytoluéne
(BHT) aide a augmenté la stabilit¢ du pigment astaxanthine dissout dans I’huile de soja. Dans
notre étude on n’a pas utilisé le BHT ce qui a peut-étre causé cette altération.

En outre, il existe peu d’étude a notre connaissance sur I’incorporation des extraits pigmentaires
issus des macroalgues dans I’aliment pour poisson et leur effet sur la pigmentation, qui nous
permettrons de comparer nos résultats. La plupart des études utilisent la poudre des macroalgues
comme supplément alimentaire pour I'amélioration de la croissance et la pigmentation des
poissons, SOLER-VILA et al., 2009 montrent que I’additionnement de I’algue rouge Porphyra
dioica dans le régime alimentaire de la truite arc-en-ciel augmente la croissance et la coloration
de la peau du poisson. Ainsi, MORONEY et al., 2014, ont trouvé une amélioration dans la
couleur rouge des filets du saumon lors de I'inclusion de la macroalgue rouge Palmaria palmata

dans le régime alimentaire du poisson.

Cependant, les recherches menées a ce jour, implique I’utilisation des microalgues comme source
de nutriments pour améliorer la croissance et la coloration des poissons d’élevage, en raison de
leur activité stabilisante contre ['oxydation des nutriments et ceci a était démontré par
CAMACHO-RODRIGUEZ et al., 2017, ou ils ont affirmé la stabilit¢ des teneurs des pigments

dans les aliments aquatiques complétés par des microalgues.
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Les microalgues ont attiré l'attention dans l'alimentation humaine et animale en raison de leur
haute teneur en proteines et en composés bioactifs (polysaccharides), pigments (chlorophylles,
caroténoides et phycobiliprotéines), minéraux, vitamines, stérols, acides aminés essentiels, etc.
(YADAV et al., 2019).

Plusieurs auteurs affirment lutilit¢ de Iinclusion des microalgues dans I’alimentation des
poissons. GOUVEIA et al., 2005, ont obtenu une meilleure coloration de la peau chez les
poissons rouges lorsqu'ils ont utilisé la microalgue verte Chlorella vulgaris comme source de

pigment dans leurs régime alimentaire.

SUN et al., 2012, rapporte que la Carpe ornementale japonaise nourrie avec un régime enrichi
avec 75 g kg poids sec de Spirulina platensis alimentaire, présente une croissance considérable

et une amélioration remarquable de la pigmentation de la peau.
Conclusion

L’analyse quantitative et qualitative des caroténoides contenus dans les algues nous a permis
d’identifier les différents pigments existants et de déterminer leur concentration. Cependant, la

méthode utilisée pour leur incorporation dans I'aliment s’est révélée inefficace.
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Conclusion genérale

L’inclusion des pigments caroténoides contenus dans les algues dans I’alimentation des poissons
d’¢élevage constitue non seulement une source naturelle riche en caroténoides contribuant a
I'amélioration de leur pigmentation mais permet également de substituer aux pigments

synthétiques dont I'utilisation en aquaculture exige des colits supplémentaires a I’aliment.

Notre étude s’est axée sur I'application d’une méthode qui nous permettra d’additionner les

caroténoides extraits d’algues a un aliment pour poissons.

Nos résultats concernant I'analyse quantitative des caroténoides contenus dans les échantillons
algues (entre 3.23 et 12.99 mg / 100g de matiere seche), nous ont montré des teneurs largement

inférieures a celles des microalgues trouvées dans les données bibliographiques.

Les résultats de I'analyse qualitative par spectrophotométrie UV-Visible nous ont révélé la
présence du - carotene, de la B-cryptoxathine, de la zéaxanthine, du - caroténe tout-trans et du

lycopéne.

D’aprés les résultats de I'identification par CCM de partage, nous avons noté la présence du -
caroténe et du 3-apo-8’-caroténal.

Les résultats trouvés par la CCM d’adsorption quant a eux, nous ont permis d’identifier le B-
carotene et le B-carotene diépoxyde.

L’incorporation des caroténoides totaux dans I’aliment de poisson n’a pas abouti au résultat
souhaité c’est-a-dire une concentration de 10 mg/100g d’aliment puisque la teneur des
caroténoides dans I'aliment €tait de 3.23 mg /100g avant Ienrichissement et n’avait atteint que
4.96 mg/ 100 g. De plus, I’analyse qualitative des spectres n’a pas signalé de différence entre les

types de pigments caroténoides identifiés dans I’aliment avant et aprés enrichissement.

Il serait donc souhaitable a I’avenir de reprendre ce travail en ciblant des algues plus riches
(brunes) en caroténoides et de penser a incorporer toute la biomasse algale dans I’aliment car,
d’une part, cela évite les pertes, réduit la dégradation des pigments et limite 'usage de solvants
organiques. Et d’autre part, cela permet d’enrichir ’aliment en éléments nutritifs notamment les
protéines et les acides gras que renferment les algues. Il serait aussi souhaitable d’utiliser une

méthode plus efficace pour enrichir I'aliment tout en tenant compte du temps de I’extraction et
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de I'incorporation. Il faudrait penser également a rajouter un additif afin de stabiliser le pigment

extrait. Enfin, i est nécessaire de développer I’algoculture.
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Annexes

HO Zeaxanthin (70) from algae

‘ Oxidation at C-4, 4' -
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Figures 1 : Conversion métabolique de la zéaxanthine en astaxanthine chez les Cyprinidés
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Figure 2 : Conversion métabolique de I’astaxanthine en zéaxanthine chez les Salmonidés

Figure 3 : Evaporation de I’hexane par un évaporateur sous flux d’azote.



RESUME

En aquaculture, la pigmentation des poissons estun critere important qui détermine la qualité et
donne une valeur ajoutée a ces espéeces. Les pigments responsables de cela sont principalement
les caroténoides ; ces derniers sont inclus dans l'alimentation des poissons d'élevage leur
conférant les colorations rouges, jaunes et orange souvent rencontrées sur la peau, ou dans la
chair. L'objectif de cette étude est d'extraire les pigments caroténoides contenues dans les
algues, de les quantifier et identifier leurs différents types pour ensuite les incorporer dans un
aliment pour poissons en vue d'améliorer leur pigmentation. Car en effet, les algues constituent

une source naturelle en caroténoides et permettent de substituer aux caroténoides synthétiques.

Mots clés : pigments, caroténoides, algues, incorporer, aliment pour poisson.

ABSTRACT

In aquaculture, the pigmentation of fish is an important criterion which determines the quality
and gives added value to these species. The pigments responsible for this are mainly
carotenoids ; the latter are included in the diet of the farmed fish giving them the red, yellow
and orange colorings often encountered on the skin, or in the chair. The objective of this study
is to extract the carotenoid pigments found in the algae, to quantify them and identify their
different types and then to incorporate them into a food for fish in order to improve their
pigmentation. Indeed, algae constitute a natural source of carotenoids and can replace synthetic

ones.

Keywords: pigments, carotenoids, algae, to incorporate, fish feed.
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