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“La théorie, c’est quand on sait tout mais que rien ne fonctionne.
La pratique c’est quand tout fonctionne mais que personne ne sait pourquoi.
En science on allie la théorie a la pratique : rien ne fonctionne et personne ne sait pourquoi.”

ALBERT ENSTEIN
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INTRODUCTION




INTRODUCTION

Le milieu marin constitue la plus grande partie de la biosphere et contient les formes
les plus anciennes et variées de la vie. Plus de 500000 espéces de plantes et d’animaux ont été
répertoriées a ce jour, sans compter le nombre bien plus considérable d’espéces microbiennes
non identifiees. Ce milieu qui est un gisement de molécules nouvelles, englobe des
organismes avec immense potentiel de molécules originales d’intérét biologique. Cependant,
les biotechnologies marines restent encore a ce jour une piste tres peu exploiter par les
scientifiques (Lemercier & al., 2005).

Depuis quelques années, le monde des sciences biologiques et médicales est envahi
par un nouveau concept, celui du «stress oxydant», qui se définit par un déséquilibre de la
balance entre la formation des radicaux libres a caractere pro oxydants et le systeme de
défense antioxydants. Ces radicaux libres sont une conséquence inévitable dans les
organismes aérobies, produits pendant la respiration dans des circonstances quotidiennes
normales, en permanence et en faible quantité comme médiateurs tissulaires (Mahadik & al.,
2001).

Bien que I’organisme vivant posséde un systéme antioxydant interne qui permet la
lutte contre 1’exces de ses radicaux, mais ce systéme reste limité est ne contre pas toute les
agressions, d’ou I’importance d’un apport en antioxydants tel que: les vitamines ; les
caroténoides et les polyphénols (Favier, 2003).

La composition particuliere de la chair de poisson, sa richesse en protéines hautement
digestibles, en minéraux notamment en phosphore, iode et en vitamines, en particulier la
vitamine D et E, et en acides gras polyinsaturés de la série (n-3), tels que I’acide
eicosapentaénoique (EPA) et I’acide docohexaénoique (DHA), ont fait de lui un aliment d’une
caractéristique nutritionnelle unique parmi les produits d’origine animale (Bajpai , 1993).

Toutefois, malgré ces qualités exclusives dotées par cet étre vivant, les études portant
sur les dosages des polyphénols et leurs roles dans les différentes activités biologiques,
demeurent trés rares et voir méme inexistantes. D’ailleurs, c’est la raison principale qui était
a I’origine de cette motivation et la genese de cette idée de recherche exposée dans la présente
étude.

Alors, ce projet de travail s’inscrit comme une premiére initiative et contribution qui a
comme :

v" Premiere réflexion: La mise au point d’'une méthode d’extraction des
acides gras, chez cing especes de poissons marins les plus commercialisés
dans la région de Béjaia, par I’utilisation de deux protocoles d’extraction a
savoir Soxhlet et Folch ;

v Deuxieéme réflexion : Une caractérisation préliminaire de ces acides gras
par I’utilisation d’une Chromatographie en Phase gazeuse couplée a un
lonisateur de Flamme (CPG/FID) et d’une spectroscopie Infrarouge a
Transformée de Fourier (FTIR), ainsi qu’une caractérisation minérale par
I’utilisation d’une micro Fluorescence au Rayon X (UXRF) ;
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v Troisiéme réflexion : Un dosage des polyphénols ; flavonoides et protéines
totaux par I’utilisation de la technique spectrophotomeétrique ;

v Derniere réflexion : Une évaluation de I’activité antioxydant par le test de
blanchissement de la B-caroténe et le radical DPPH, suivit par I’étude de
I’activité antimicrobienne des différents extraits.

Ce manuscrit alors, est subdivisé en trois parties essentielles. La premiere a été
consacrée a une synthése bibliographique portée principalement sur les valeurs et les apports
nutritionnels apportés par la chair ainsi que les coproduits du poisson, des rappels sur
I’équilibres de stress oxydatif /antioxydants. Alors que, la deuxiéme a été réservée pour
I’explication des protocoles expérimentaux adaptés en réponse aux objectifs de cette 1’étude.
En dernier rang, nous avons expose les différents résultats obtenus accompagnes de leurs
discussions.
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1. APERCU SUR LES APPORTS NUTRITIONELS ET LES COMPOSANTS
BIOCHIMIQUES CHEZ LE POISSON

1.1. Apports nutritionnels du muscle

Le poisson joue un rdle tres important dans la nutrition humaine en raison de ses qualités
nutritionnelles et les effets bénéfique sur la santé des populations, mais aussi pour le vaste
choix qu’il offre au niveau gustatif, de la texture ou de la forme sous laquelle il est
commercialisé (Piclet, 1987). Les qualités nutritionnelles du poisson sont en genéral
supérieures ou égales a celles de la viande (Médale & al., 2003). Les apports nutritionnels du
poisson sont divers on peut citer :

1.1.1. Apports en protéines

Le poisson présente un apport en protéines aussi de bonne qualité que la viande. Il
contient en moyenne 20% (Piclet, 1987).

1.1.2. Apports en glucides
Le poisson a des teneurs en glucides tres faibles (Piclet, 1987).
1.1.3. Apports en minéraux

Comme les viandes, le poisson apporte de calcium, le minerai le plus abondant dans le
corps humain, qui fournit la force au dents et os et aussi il aide le corps dans la signalisation
cellulaire (Lefevre et Bugeon, 2008). 1l contient le phosphore, 1’iode, mais moins riche en fer
que la viande (Piclet, 1987). On trouve également le magnésium qui collabore le calcium pour
former les minerais qui composent les os, en outre il aide dans le fonctionnement approprié
de muscle, maintien la santé de cceur, et peuvent empécher le développement du diabete de
type 2 (Watanabe & al., 1997).

1.1.4. Apports en vitamines

La pluparts des poissons sont aussi connus comme une source tres importante de
différents types de vitamines, il contient la vitamine A ou bien le rétinol qui préserve
I’intégrité des tissus biologiques, empéche la sécheresse de la peau (Courcy, 2003). Il posséde
aussi la vitamine B surtout la vitamine B12, la vitamine E (tocophérol) qui est un antioxydant
puissant, et la vitamine D qui est également abondante dans les poissons gras, qui aide a
I’entretien des os en fixant les ions de ca®* (Médale & al., 2003).

1.1.5. Apports en lipides

Les poissons sont pour leur immense majorité moins gras que les viandes. La teneur est
comprise entre 0,5 et 15%. Sur la base de cet apport, les poissons sont classés généralement
en 3 groupes (Ewald & al., 1998):
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v Maigres ; d’une teneur comprise entre 0,5 et 5%, tels que: le merlan, la sole, la
dorade, la morue, la truite, le Colin ;

v" Demi gras ; d’une teneur comprise entre 5 et 10%, tels que : le maquereau, la sardine,
le saumon, le thon ;

v Gras ; d’une teneur supérieur a 10%, tel que : I’anguille, le hareng.

Cependant, la composition lipidique des poissons varie beaucoup selon 1’espece
considérée et la saison de la péche. Les lipides de la chair des poissons se caractérisent par
leur richesse en acides gras polyinsaturés a longue chaine (AGPI-LC) de la série oméga 3 ou
n-3, en particulier I’acide eicosapentaénoique (C20:5 n-3 ou EPA) et I’acide
docosahexaénoique (C22 :6 n-3 ou DHA) plus élevées que les lipides des autres animaux.

L’abondance de ces acides gras a longue chaine n-3 est une particularité du monde
aquatique. Le phytoplancton, a la base de la chaine trophique des animaux aquatiques,
posséde (a ’exception des chlorophycées) I’équipement enzymatique nécessaire a la synthése
d’acide alpha-linoléique (C18 :3 n-3), précurseur de I’EPA et du DHA (Médale & al., 2003).

1.2.  Apports nutritionnels des coproduits

Les coproduits de poisson appelés également «déchets de poissons ou sous-produits »,
sont principalement composés de visceres, de tétes, d’arétes et de peaux. lIs possedent comme
la chaire les mémes intéréts dans plusieurs domaines: économique, commercial, santé,
agronomique et aquacultures (Antoine et Larnaud, 2003).

Ces coproduits sont aussi riches en plusieurs éléments importants, on peut citer: les
vitamines A et D, les hydrolysats de protéines, de gélatine, de lécithine marines, chondroitine
sulfate, complément minéraux mais surtout des lipides et des acides gras essentiels qui sont
les omégas 3 (Médale & al., 2003).

1.2.1. Apports en lipides

Parmi les éléments les plus importants qu’on peut extraire a partir du mélange de
différents coproduits, riches en lipides, on trouve les huiles qui constituent une source
principale d’acides gras : oméga 3 et oméga 6. Chez les poissons gras ou semi-gras, les lipides
sont présents dans toutes les fractions avec une concentration plus importante dans les tissus
péri-viscéraux ou dans la téte. Par contre, les poissons maigres ont la particularité de
concentrer leurs lipides dans le foie, qui sera donc la principale source d’omégas 3 et 6. En
effet, cet organe est composé de plus de 60% de lipides en moyenne. Les chutes de filetage ou
les ceufs sont composés de moins de 5% de lipides, ces valeurs connaissent des fluctuations en
fonction de la saison, de I’espéce et de I’habitat (Eymard, 2003).

1.2.2. Les acides gras omégas 3

Les omégas 3 sont des acides gras essentiels polyinsaturés a longue chaine (Figure 1),
indispensables a la bonne santé et au développement. Contrairement aux omégas 3 issus de
sources végétales, les huiles d’animaux marins et celles extraites des algues contiennent de

4
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I’acide docosahexaénoique (DHA ; C22 :6) et de I’acide éicosapentaénoique (EPA ; C20 :5) a
longue chaine. Ils sont appelés acides gras essentiels parce que le corps ne peut les produire
de maniére autonome, si bien qu’ils doivent étre consommés en quantité adéquate
(Khandelwal & al., 2010).

Les acides gras DHA et EPA qui sont contenus dans les huiles d’origine marine sont les
précurseurs des prostaglandines, dont il a été demontré (Makrides & al., 2006 ; Holub et
Holub, 2004) :

v" Qu’elles influent sur la constriction des vaisseaux sanguins ; Susceptibles de retarder

le travail chez la femme enceinte ;
v’ Traitent de ’hypertension artérielle ; de I’hypercholestérolémie et d’obésité.

Eicosapentaenoic acid, EPA, 20:5 n-3

*“\¢} VY Van VanYAVaN
O?ega-?:

Docosahexaenoic acid, DHA, 22:6 n-3

VEVAEVEVEVEVEA L

Figure 1 : La structure chimique de I’EPA et la DHA (Holub et Holub, 2004).

1.2.3. Les phospholipides

Les quantités les plus importantes de phospholipides dans les coproduits marins sont
trouvées dans les tétes, mais également, en saison favorable, dans les ceufs de poisson (Falch

& al., 2006).

Le role essentiel des phospholipides est divers :

v Leur pouvoir émulsifiant ;

v’ Lasolubilisation de composés lipophiles ;

v' Possedent des activités antibactériennes, cytotoxiques et antiprolifératives, leur
donnant un role potentiel dans la lutte contre le cancer ;
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v lIs peuvent également étre synthétisés, dérivés ou conjugués pour donner naissance a
des composés actifs : activité antivirale ou anti tumorale.

Ces différents réles ont été démontrés par les travaux de : Unger et Eibl, (1991) ; Calder et al.
(1998) ; Ewald & al. (1998) ; Hwang & al. (2000) ; Cox al. (2002) ; Médale & al. (2003 ) ;
(Holub et Holub, 2004) ; Larsson & al. (2004) ; Schmidt & al. (2004) ; Calvert, (2005) ;
Ghedira, (2005) ; Kucera & al. (2009) ; Wang & al. (2013) .

Les polyphénols

Le poisson est considéré comme une bonne source de certains polyphénols naturels, car il
contient avec des quantités considérables de la vitamine A et E, une source de caroténoide
pour certaines espéeces marines, aussi 1’existence de certains minéraux comme le zinc et le
sélénium (Bragadottir, 2001).

Des études récentes ont déterminé des teneurs remarquables en caroténoides et en
polyphénols totaux dans des huiles de foie de quelques especes marines, et qui sont dotés d’un
pouvoir antioxydant (Manach & al., 2004).

1.3. Les flavonoides

Les flavonoides sont des métabolites secondaires caractéristiques chez les végétaux
possedent un squelette de base a 15 atomes de carbone constitués de deux cycles phényles, les
cycles A et B, reliés par une chaine a trois carbones (structure en C6-C3-C6). La chaine en C3
entre les cycles A et B est communément cyclisé pour former le cycle C (Figure 2)
(Bougandoura, 2011).

Les flavonoides sont capables d'exercer en plus des propriétés antioxydants, des propriétés
anti-inflammatoires, antiallergiques et anti-ulcérogenes. Certains flavonoides ont également
démontré un potentiel d'agent vasodilatateur. Ils ont été surnommés les «modificateurs
naturels des réponses biologiques» (Lebreton & al., 1967).

Chez le poisson aucune étude n’a rapporté la présence de ces composés que ce soit dans le
muscle ou les coproduits.

cé C3 Cc6
Squelette Structure tricyclique commune
1,3-diphénylpropane aux flavonoides

Figure 2 : Structures des flavonoides (Lebreton & al., 1967).
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2. LE STRESS OXYDANT ET LES ANTIOXYDANTS
2.1. Le stress oxydant

L’oxygene est normalement transformé en molécules d’eau au niveau de la chaine
respiratoire mitochondriale. Cette réaction est cruciale puisqu’elle apporte a la cellule toute
I’énergie nécessaire ; sous forme d’adénosine triphosphate (ATP) ; pour assurer ses multiples
fonctions. Le processus n’est toutefois parfait car une faible partie de ’oxygene (2 a 5%) est
convertie en especes réactives d’oxygene (ERO) (Figure 3) (Favier, 2006).

Cette production physiologique est parfaitement maitrisée par des systemes de
défense, d’ailleurs adaptifs par rapport au niveau des radicaux présents. Dans ce cas, la
balance antioxydant/pro-oxydant est en équilibre. Une situation ou la cellule ne contrdle plus
la présence excessive de ses radicaux oxygénes toxiques, définit un état du stress oxydant. Les
ERO pourront des lors s’attaquer a toute une série de substrats biologiques importants avec
comme conséquence : la destruction de protéines, 1’apparition de cassures au sein de 1’acide
désoxyribonucléique (ADN) et I’altération de la membrane cellulaire via 1’induction de
phénomene de peroxydation lipidique, impliquant dans le développement plus de 200
physiopathologies allant de 1’athérosclérose au cancer en passant par le diabéte, le SIDA ou
toutes autres maladies a caractére inflammatoire (Favier, 2003).

Cette production excessive des radicaux libres, résulte de phénomeénes toxiques
exogenes, impose a l'organisme de se protéger par différents systémes antioxydants (Favier,
2003).
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Figure 3 : Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de I’oxygene
impliqué en biologie (Favier, 2003).
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2.2. Les antioxydants

Les antioxydants sont définis comme « toute substance qui en faible concentration par
rapport aux substrats susceptible d’étre oxydée prévient ou ralentit 1’oxydation de ce
substrat » (Huang & al., 2000).

Le terme antioxydant englobe ainsi toutes les substances qui protégent les systéemes
biologiques contre les effets déléteres potentiels des processus ou réactions qui engendrent
une oxydation excessive (Tirzitis et Bartosz, 2010).

Les antioxydants sont largement présents dans les aliments, soit sous forme naturelle, soit
sous forme d'additifs utilisés dans I'industrie agroalimentaire (Vila-Gispert & al., 2002).

Les plus connus sont le B-caroténe (provitamine A), 1’acide ascorbique (vitamine C), le
tocophérol (vitamine E) ainsi que les composés phénoliques (Benbrook, 2005).

La plupart des antioxydants de synthése ou d’origine naturelle possédent des groupes
hydroxy phénoliques dans leurs structures, et les propriétés sont attribuées en partie a la
capacité de ces composés naturels a piéger les radicaux libres, tels que les radicaux
hydroxyles (OHe) et superoxydes (O2¢) (Bartosz, 2003).

Les antioxydants piégent les radicaux libres en inhibant les réactions a l'intérieur des
cellules provoquées par les molécules de dioxygene et de peroxyde, aussi appelées especes
oxygénées radicalaires (EOR) et especes azotées radicalaires (Benbrook, 2005).

Les antioxydants sont des molécules capables d'interagir sans danger avec les radicaux
libres et de mettre fin a la réaction en chaine avant que les molécules vitales ne soient
endommagées. Chaque molécule antioxydant ne peut réagir qu'avec un seul radical libre et
par conséquent, il faut constamment refaire le plein de ressources antioxydants (Tirzitis et
Bartosz, 2010).

L'importance d'un systéme antioxydatif efficace est illustrée par la corrélation entre le
stress oxydatif et certaines maladies, y compris des cancers, des maladies cardio-vasculaires
et le diabéte non insulinodépendant (Bartosz, 2003).

2.3. Les antioxydants de type I

L’action des antioxydants de type I repose sur leur capacité a inactiver les radicaux libres.
IIs inhibent la propagation des reactions radicalaires en fournissant des hydrogénes aux
radicaux libres présents.

ROO" + AH ROOH + A’

—
] — )
RO + AH ROH + A

(AH : antioxydant et A" : radical de 1’antioxydant)
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Les radicaux A’ sont stables et ne possédent pas 1’énergie suffisante pour arracher un

hydrogéne aux lipides, la propagation s’arréte alors. Les composés phénoliques naturels :
tocophérols, ou de syntheése : butyl-hydroxy-toluene (BHT), gallate de propyl appartiennent a
cette classe d’antioxydants. L’a-tocophérol naturel ou de synthése est I’antioxydant le plus
utilise. Les tocophérols existent naturcllement sous forme de quatre isoméres : a, B, o, V.
L’efficacité d’un antioxydant peut étre augmentée par 1’utilisation d’un mélange des isoméres
du tocophérol (Kortenska & al., 2002).

2.4. Les antioxydants de type Il

Ce type d’antioxydant prévient la formation des radicaux libres et peut intervenir par
difféerents mécanismes. Certains chélatent des ions métalliques réduisant 1’effet Pro-oxydant
des ions, c’est le cas des acides phosphoriques et citriqgues. De méme, des chitosans,
polymeres constitutifs des carapaces de crabes, ont montré une activité antioxydant sur la
chair cuite de hareng (Clupea harengus) conservée 12 jours a 4°C. Cette activité antioxydant
est attribuée a la propriété de ces bio-polymeéres a former des complexes avec les métaux de
transition (Bougandoura, 2010).

L’acide ascorbique a une activité antioxydant a des concentrations supérieures a 0,5%
tandis qu’il posséde un effet pro-oxydant a faible concentration : (0,02 a 0,03)% (Decker et
Xu, 1998).

2.5. Les antioxydants de type 111

Ils regroupent les facteurs de I’environnement qui ont une action antioxydant en agissant
sur le potentiel redox du milieu, la température, la pression en oxygeéne, la lumiere.
L’emballage des produits permet ainsi de minimiser 1’exposition a 1’air et a la lumiére. La
mise sous vide permet de limiter les réactions d’oxydation et donc de prolonger la durée de
vie des produits. L’emballage peut également étre réalisé sous atmosphére modifiée (azote ou
CO»), méthode efficace mais peu utilisée (Kortenska & al., 2002).

3. LESACTIVITES ANTIOXYDANTS ET ANTIRADICALAIRES

Des peptides ayant des activités antioxydants in vitro ont été identifiés dans de nombreux
poissons, mollusques et crustacés. Les mécanismes d'action de ces peptides ne sont pas
élucider. Néanmoins, il a été démontré que ces peptides pouvaient agir en tant que piégeurs de
radicaux libres, chélateurs de métaux ou bien sur la peroxydation des lipides. On suppose que
les acides aminés comme ceux qui sont aromatiques (Phénylalanine, Tyrosine, Tryptophane),
I'nistidine avec son noyau aromatique et les acides aminés avec une fonction thiol (Cystéine)
peuvent agir en tant que donneurs de protons (Mendis & al., 2005).

Des chercheures ont montré que le traitement enzymatique de peaux ou de craquasses du
poisson fournit également divers peptides antioxydants, d’autres de ces peptides ayant par
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ailleurs été isolés a partir de jus de cuisson de thon ou de sauces fermentées de poissons ou de
moules (Wu & al., 2008).

D’autre études ont montrés 1’efficacité de la vitamine E (tocophérol) comme étant le
principal antioxydant essentiellement 1’K-tocophérol liposoluble, puissant antioxydant mais
qui peut avoir des effets délétéres a trés fortes doses (Médale & al., 2003).

Le sélénium lui aussi a été identifie comme un neutraliseur des métaux toxiques en
particulier le plomb et le mercure. Il aurait aussi une action préventive sur certains cancers
(Watanabe & al., 1997).

Les radicaux libres sont des espéces chimiques qui possedent un électron non-apparié
(célibataire) sur leur couche orbitale externe. lls sont susceptibles de dégrader par oxydation
les molécules biologiques et seraient impliquées dans le vieillissement cellulaire et divers
états pathologiques : inflammation, athérosclérose, cancer.

Les radicaux libres sont tres instables de par leur configuration électronique et leur durée de
vie est tres courte (environ 10-4s). Leur réactivité réside dans le fait qu’ils recherchent un
électron pour réapparier leur électron célibataire, entrainant la propagation du phénomeéne par
création d’un nouveau radical libre. Il se produit ainsi des réactions en chalne qui peuvent
aboutir a des dénaturations ou destructions au niveau cellulaire (Gardes-Albert & al., 2003).

Les radicaux libres peuvent étre produits par notre propre organisme au cours de
réactions particulieres, il s’agit de la voie endogéne, comme ils peuvent également avoir une
origine exogene liée a notre environnement. Le radical-balayage libre est un mécanisme
primaire par lequel les antioxydants empéchant des processus oxydants.

L’analyse de radical balayage de DDPH est une méthode largement répandue pour
évaluer la capacité des hydrolysats, de nettoyer les radicaux libres produits du réactif de
DDPH. C’est un radical libre stable qui montre I’absorbance maximum a 517nm en éthanol
quand le radical de DPPH rencontre un substrat dedans tel qu’un antioxydant, le radical est
nettoyé et I’absorbance est réduite (Rajapaks & al., 2005).

4. ACTIVITES BIOLOGIQUES DES HYDROLYSATS DU POISSON

De nombreux articles portent sur les activités biologiques des peptides issus d’hydrolyses
protéolytiques. Les peptides marins ne font pas exception. Des études récentes, telles que
celles publiées par Bordenave & al. (2002) ; Kim et Mendis. (2006) et Wang & al. (2013), sur
les composés marins bioactifs listent les différentes activités des peptides. Ainsi, ces derniers
peuvent avoir des effets :

v" Antihypertenseurs ;
v Anti-thrombotiques ;
v" Immuno-modulateurs ;

10
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v Antioxydants ;
v Anticoagulants ;
v Anti radicalaire.

Les peptides marins interviennent également dans le traitement :

v" De Dlarthrite ;

De I’ostéoporose ;

Du diabéte ;

Des maladies cardiovasculaires
De I’obésité

Dans le cas de certain cancer.

AN NN

D’autres études ont été consacrées pour étudier les effets bénéfiques des huiles de
poissons, de ce fait, de nombreuses activités biologiques ont été recensées pour ce dernier.
Certaines études ont montré des propriétés anti-inflammatoires, dans I’huile de Sardine
(Puglia & al., 2005) et de poisson en général (Kim & al., 2006 ; Maroon et Bost, 2006).

Sur les modeéles marins, les huiles de poisson ont des actions diverses a savoir :

v

ASRNENEN

Contre le développement de 1’athérosclérose (Thériault, 2004) ;

Contre les ulceres ou dommages gastriques (Bhattacharya & al., 2006) ;
Pour la régénération du foie aprés une ablation (Kirimlioglu & al., 2006) ;
Contre la prolifération de cellules cancéreuses (Pizato & al., 2006) ;

Pour I’amélioration de la mémoire (Tsai & al., 2006).

Les huiles provenant d’anchois permettent aux rats qui ont été nourris de voir baisser
leur taux de cholestérol, de triglycérides, de graisse abdominale par rapport a une alimentation
comprenant de 1’huile de soja (Kawabori & al., 2013).

La supplémentation en huile de poisson du régime de chévres gestantes et allaitantes
permet I’augmentation de la proportion d’acides gras a longue chaine de la famille des
omégas 3 dans le colostrum et dans le lait (Cattaneo & al., 2006).

5. LESACTIVITES BIOLOGIQUES DES ACIDES GRAS DU POISSON

Les recherches sur les acides gras polyinsaturés se sont accrues depuis une vingtaine
d’années, depuis la découverte de leurs actions préventives et thérapeutiques sur de
nombreuses pathologies. Ainsi, les omégas 3 ont un effet bénéfique au niveau circulatoire
dans la prévention et le traitement (Mortensen & al., 1988 ; Barnerjee & al., 1992):

v
v
v

De ’artériosclérose ;
De la thrombose ;
De I’hypertriglycéridémie ;

11
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v" Comme régulateur de la pression sanguine.

Un des rdles les plus étudiés des acides gras omégas 3 est sans doute leur action contre
les maladies cardiaques (Holub et Holub, 2004 ; Brouwer & al., 2006 ; Jacobson, 2006 ;
Kawabori & al., 2013).

Les omégas 3 peuvent aussi intervenir dans I’inhibition de la genése des carcinomes
(Larsson & al., 2004), ou dans le traitement des inflammations dues (Calder, 1998 ; Bajpai et

Bajpai, 1993 ;

Puglia & al., 2005) :

v

LSRN N NN

A I’asthme ;

A I’arthrite ;

Aux migraines ;

Au diabeéte ;

Aux fonctions immunes ;
Au psoriasis.

A partir de vingtiéme siecle, de nouvelles propriétés des acides gras omégas 3 et
oméga 6 ont été découvertes. C’est ainsi que ces acides ont démontré un rdle :

v
v
v

Contre la schizophrénie (Mahadik & al., 2001) ;
Contre le stress et la dépression (Bourre, 2005) ;
Dans le bon développement feetal (Weisinger & al., 2001) .

12



MATERIEL ET METHODES




Il. MATERIEL ET METHODES

1. LE MATERIEL BIOLOGIQUE/ POUDRE / EXTRACTION
1.1. Présentation des poissons

Dans cette étude on s’est intéressée a 5 espéces de poissons marins les plus
consommeés dans la région de Béjara. Ces poissons sujets d’étude ont été achetés, a 1’état frais,
au pres des chalutiers du port de Béjaia entre septembre et novembre 2015.

Ci-dessous est donnée une description concise de chaque espéce, tirée a partir de la
base de donneées relative aux poissons Fishbase.org.

Espece 1: Sardina pilchardus (sardine), est une espece qui
appartient a la famille des Clupeides, d’ordre des
Clupieformes. 1l se distingue facilement de la Sardinelle par
les stries bien visibles ornant 1’opercule. Ce poisson nage en
grand blanc et le long de la cote ouest de I’Europe et en
Méditerranée. Sa longueur variant de 15 a 20 cm.

Espéce 2 : Sardinella aurita (Allatch ou Sardinelle), est un
poisson du genre Sardinella, se distingue par 1’absence de
stries operculaires et la présence d’une caréne ventrale.
L’Allatch est plus grand que la Sardine, sa taille varie de 18 a
30 cm.

Espece 3: Engraulis encrasicolus (Anchois), c’est une
espéce qui appartient a la famille des Engraulides, d’ordre
des Clupéiformes. Il s’agit d’un petit poisson osseux, qui se
caractérise par une longueur variant de 12 a 13 cm, avec un
dos vert bleu foncé, des flancs et ventre argenté et une
bouche largement fendue.

Espéce 4 : Pagellus erythrinus (pageau rose), est un poisson
dont la longueur commune est de 15 a 20cm. Il est
caractérisé par un corps comprimé latéralement d’une forme
ovale allongée, son dos est d’une coloration rose vif, les
flancs sont argentés. Ainsi que la présence d’une bande rose
vif abordant I’opercule.

Espece 5: Thrachurus trachurus (Saurel) est un poisson
pélagique téléostéen de la famille des Carangides. D’une
taille variant entre 20 et 40 cm. Il se distingue par son corps
comprimé latéralement, la ligne latérale principale protégee
par une rangée de large écailles épaisses en ecusson, qui
s’infléchie fortement a mi-longueur, une 2°™ ligne latérale,
au-dessus de la 1%, s’étend trés en arriere de la 1*" nageoire
dorsale.
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1.2. Préparation de la poudre de poisson

La poudre des cing espéces de poisson a été obtenue en respectant les étapes

suivantes :

v

Elimination des coproduits, a savoir les : tétes, viscéres, queues et nageoires de
chaque individu ;

La chair isolée (Figure 4A) a été déchiquetée et mise dans des boites de pétri
en plastique, couvertes de papier cellophane troué pour assurer 1’aération
(Figure 4B) ;

Ces échantillons ont été congelés pendant 48h a une température de -18°C ;
Ensuite passés a la lyophilisation pendant 8h (parfois la lyophilisation se
déroule en raison de 2 & 3 rotations selon 1’état des échantillons) (Figure 4C) ;
Le lyophilisat obtenu est conservé pendant quelques heures dans le
dessiccateur pour la perfection du séchage ;

Ce dernier a été broyé a I’aide d’une moulinette électrique (Figure 4D) ;

Enfin, un tamisage a été effectué afin d’avoir une poudre homogene de 500pum
de diametre (Figure 4E).

Figure 4 : Etapes de la préparation de la poudre de poisson.

A/ lsolement de la chair; B/ Rangement des échantillons dans des boites de pétri; C/
Lyophilisation ; D/ Broyage ; E/ Récupération d’une poudre homogene.
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1.3. Extraction des acides gras par solvants organiques

C’est une extraction basée sur la solubilité entre les lipides et les composés non
lipidiques. Les effets conjugués de la polarite des solvants et la solubilité des lipides
permettent leur isolement des autres constituants tels que les protéines.

1.3.1. Extraction par la méthode de Soxhlet
Principe

Dans cette méthode d’extraction a chaud ou par reflux, 1’huile en se dissolvant dans le
méthyle butane est filtrée puis récupérée apres évaporation sous vide a 1’aide d’un évaporateur
rotatif. L huile exempte de solvant est pesée et le rendement a I’extraction est déterminé
(Beddih & al., 2004). Dans ce présent travail nous avons remplacé le méthyle butane par de
I’hexane.

Mode opératoire

v' Ce qui est de I’appareil : (1) Une ouverture des robinets est nécessaire afin
d’éliminer la pression d’eau. (2) Montage des accessoires indispensables pour
I’extraction, a savoir les siphons, les cartouches et les ballons (Figure 5A) ;

v' Une fois fait, on verse dans chaque siphon 150ml du solvant d’extraction :
I’hexane ;

v On rajoute 75ml du méme solvant, cette quantité additionnelle permet de réduire la
décomposition thermique de la matiére grasse sous 1’effet de la chaleur ;

v" On met en marche I’appareil et on ajuste la température a 100°C, et une fois que
I’hexane, qui se trouve a I’intérieure des ballons est atteint son point d’ébullition,
on baisse la température a 60°C (Figure 5B) ;

v L’extraction est complétement achevée, lorsqu’on constate que le solvant dans
lequel la cartouche est imbibée devient transparent.

Apres D’extraction :

v" Les ballons sont récupérés ;

v' Laissés refroidir a température ambiante ;

v’ Passés a I’évaporateur rotatif pendant 20min a une température entre 40 et 60°C,
afin d’évaporer I’hexane et récupérer uniquement la matiére grasse (Figure 5C) ;

v Une fois refroidi a température ambiante, les ballons sont pesés a I’aide d’une
balance analytique, et I’extrait final est met dans des flacons en plastique (Figure
5D).
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Figure 5 : Etapes d’extraction des acides gras par Soxhlet

A/ Préparation des cartouches; B/ Extraction par Soxhlet; C/ Evaporation du solvant
d’extraction ; D/ Extrait final.

Expression des résultats

La teneur en matiere grasse totale de 1’échantillon est calculée ainsi :

M2 -

MO 100
M1

Matiéere grasse % =

o MO0 : Masse en gramme du ballon vide.
o M1 : Masse en gramme de la prise d’essai.
o M2 : Masse en gramme de ballon apres extraction et séchage.

1.3.2. Extraction par la méthode de Folch
Principe

C’est une technique basée sur une extraction a froid par le chloroforme associé au
méthanol (Folch & al., 1957).

Mode opératoire

v On pese 5¢ de la poudre de chaque espéce de poisson ;

v" Les poudres sont mises dans 5 béchers différents, avec ajout de 30ml de méthanol
dans chacun ;

v On soumit a agitation les béchers pendant une heure ;

On ajoute au mélange 60ml du chloroforme ;

On remet a agitation également pour une heure ;

ANERN
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Le mélange récupére sera sujet de deux procédés distincts :
Procédés 1

v Le mélange est filtré a ’aide d’un papier filtre ;

v' Le filtrat est ensuite transféré dans une ampoule a décanter, avec ajout de 0,2V de
NaCl en solution 4 0,7% ;

v Apres 24h, les deux phases sont séparées ;

v' La phase inférieure (organique) est récupérée dans un ballon et passée a
I’évaporateur rotatif a 50°C, afin d’éliminer partiellement le solvant et avoir un
extrait concentré en matiére grasse ;

v Ce dernier est analysé par une chromatographie en phase gazeuse (CPG).

Procédés 2

v Le mélange cette fois-ci est filtré sous aspiration et sous vide sur un verre fritté
n°3;

v' Le filtrat est ensuite transféré dans une ampoule a décanter avec ajout de 0,2V de
NaCl en solution a 0,7% ;

v Aprés 24h, les deux phases sont séparées ;

v' La phase inférieure (organique) est récupérée dans un ballon et passée a
I’évaporateur rotatif a 50°C, afin de déterminé la teneur en matiére grasse.

Expression des résultats

La teneur en matiére grasse totale de 1’échantillon a été calculée ainsi :

Matiére grasse % = w x 100

o MO : Masse en gramme du ballon vide
o M1 : Masse en gramme de la prise d’essai
o M2 : Masse en gramme de ballon aprés extraction et séchage.

Une fois que cette teneur est déterminée :

v On rajoute 10ml du solvant récupéré lors de I’évaporation pour liquéfier I’extrait
dans les ballons ;

v Le volume totale de I’extrait est divisé en deux fractions : (1) une pour tester les
activités biologiques ; (2) l’autre pour ’analyse chromatographique en phase
gazeuse.

NB : /’extraction par Folch est récapitulée dans la figure 6.
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Poudre de poisson (59)

30ml de méthanol

Agitation pendant 1h

60ml de chloroforme

Agitation pendant 1h

A L

. : > Décantation pllatiog oLy
Filtration classique aspiration et sous vide

Phase inférieure

Evaporation

ol Evaporation de solvant Evaporation
partielle ou rota vapeur \\totale
Extrait concentré en Détermination de la
MG teneur en matiére

Extrait concentré en
Analyse par la MG

CPG I

Etude des
activités
biologique

Figure 6 : Schéma récapitulatif d’extraction de la matiére grasse par la méthode de Folch.
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2. CARACTERISATION DES ACIDES GRAS ET DES MINERAUX

2.1. Analyse chromatographique en phase gazeuse (CPG)
Principe

La chromatographie en phase gazeuse repose sur les mémes principes que la
chromatographie sur papier ou sur couche mince : ce peut étre une chromatographie de
partage (le plus fréquemment) ou d’adsorption. La séparation des constituants d’un mélange
se fait a chaque niveau, le long d’une colonne tubulaire, par 1’affinité différentielle des
composants du mélange, entrainés par un éluant : le gaz vecteur, vis-a-vis d’une phase
stationnaire. La phase fixe peut étre solide : CGS, ou liquide : CGL (elle recouvre alors les
particules du support solide). (Jonsson ,1987).

Réactifs et matériel

\

NaOH 0,5 mol/l dans le méthanol ;

Trifluorure de bore dans le méthanol ;

Solution saturée de chlorure de sodium ;

Ether de pétrole ;

Me¢élange d’esters méthylés d’acides gras témoins : C12: 0 ; C14: 0; C16: O;
C18:0;C18:1;C18:2;C18:3;C20:0;

Ballon a saponifier ;

Refrigérant ascendant ;

Anneau de lestage ;

Ampoule a décanter ;

Bain mari 60° C ;

Plaque chauffante ;

Microseringue de 5 ul ;

Chromatographe Autosystem XL Perkin Elmer (Figure 7A et B) équipé de :

NSRRI

NN NN NN

X/
o

Gaz vecteur : azote ;

Colonne remplie : DEGS 10 % sur chromosorb W HP 80/100 L 2 m

@ 1/8>” ou colonne capillaire : ELITE WAX Perkin Elmer L 15 m

@ 0,25 mm, phase stationnaire polyéthyléne glycol (liquide et

polaire) ;

¢ Injecteur pour colonne remplie a injection directe ou injecteur split
pour colonne capillaire ;

++ Détecteur FID.

3

*¢

Technique

Pour utilisation de la colonne capillaire :

Etape pré-analytiqgue : saponification - estérification

v" Peser dans un ballon a saponifier environ 0,6 g du corps gras a étudier ;
v Ajouter 5 ml de solution de soude méthanolique ;
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ANENENENEN

SRV NENENENEN

Adapter le réfrigérant et porter 20 mn au bain-marie a 60° C sous la hotte ;
Refroidir ;

Ajouter 5 ml de BF3 méthanol ;

Porter a nouveau 20 mn au bain-marie a 60° C toujours sous la hotte ;
Transvaser dans une ampoule a décanter, ajouter 30 ml d’éther de pétrole et 20
ml de NaCl saturé ;

Agiter vigoureusement puis laisser décanter ;

Rejeter la phase aqueuse ;

Filtrer la phase organique dans un bécher de 250 ml ;

Evaporer sur la platine chauffante a 100°C jusqu’a obtenir une goutte d’huile ;
Reprendre par 6 ml d’éther de pétrole ;

Filtrer dans un tube a essai ;

Boucher le tube au parafilm sans agiter.

Etape analytigue : CPG

Résultats

SANE NN NN

Régler le température injecteur CAP ;

Régler la pression du gaz vecteur ;

Regler le debit de fuite ;

Régler la température du four ;

Allumer le détecteur FID ;

Injecté la solution ;

Parallélement, injecter le mélange d’esters méthylés d’acides gras témoins dans
les mémes conditions opératoires.

Toutes les données sont traitées par le logiciel HPchem de Agilent technologies.

injecteur détecteur DIF
A de débit_ I t
Figure 7 : 9,
A/ Schéma général d’une ptiton
Chromatographie en Phase Gazeuse gaz vecteu des données
couplé a un Détecteur a lonisation de
Flamme (Jonsson ,1987). CoL

B/ Chromatographe en phase gazeuse,
ionisation de flamme, CPG-FID (Photo
prise a I'INCC, Alger).
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2.2. Analyse par spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier (FTIR)

La spectroscopie Infrarouge a transformée de Fourier (ou FTIR : Fourier Transformed
InfraRed spectroscopy) est une méthode d’analyse chimique qui est basée sur 1’absorption
d’un rayonnement infrarouge par le matériau a analyser. Elle permet, par la détection de
vibrations caractéristiques des liaisons chimiques, d’effectuer 1’analyse des molécules
présentes dans 1’échantillon. Cette méthode est 1’une des méthodes la plus utilisée en raison
de la non-destructivité, sa rapidité et sa facilité d’emploi (Mirabella, 1998).

Principe

Cette méthode est basée sur I’absorption sélective des rayons infrarouges entre 4000 et
400 cm™ en fonction de la structure chimique du composé. Elle permet d’identifier les
groupes fonctionnels. L’absorption d’une radiation infrarouge aura pour effet de faire vibrer
les molécules en modifiant les distances inter-atomiques ou les angles normaux de liaisons.
La durée de vie de cette excitation est de ’ordre de 10 a 13 secondes, et I’ensemble revient

rapidement a son état fondamental en restituant 1’énergie sous forme de chaleur (Figure 8)
(Bacsik & al., 2004).

absorption
transmission

Efinal —&— Eial

Figure 8:

A/ Schéma de I’absorption d’une radiation

e absorption
infrarouge par une molécule (Mirabella, 1998).

Emma\ Emma\

B/ Photo de I’appareil NICOLET 6700 FTIR
équipé  d’un  microscope  (NICOLET
CONTINU pM) prise a I’INCC.

Limite de détection/Performance de la méthode

La résolution standard du spectrométre est de 0.009 cm™.

Materiel / appareils / Equipement

v" Spectrometre FTIR NICOLAT ;
v" Microscope CONTINIUM.
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Mode opératoire

v Dans un mortier en agate, on mélange 0.5 a 2 mg de la substance a analyser

avec 100 mg de dispersif (Kbr) ;

Broyer trés finement le mélange ;

Mettre le mélange dans une pastilleuse ;

Mettre le moule sous la presse ;

Placer le tuyau pour faire le vide dans la connexion latérale du moule ;

Fermer le circuit hydraulique ;

Exercer une pression de 8 tonnes ;

Allumer la presse pendant 2 a 5 minutes ;

Arréter la presse, ouvrir le circuit hydraulique ;

Faire sortir les pastilles métalliques du moule en utilisant une bague

d’extraction ;

Séparer les deux pastilles de métal pour obtenir une pastille de solide qui

devrait étre transparente ;

v Placer la pastille dans le support pour le mettre dans le banc optique pour
I’analyse FTIR.

NN N N N N SR NEN

<\

2.3.  Analyse par la micro fluorescence au rayon x (UXRF)

La spectrométrie par micro fluorescence X (X-Ray Fluorescence) est une technique
d'analyse élémentaire non destructive permettant d'identifier et de doser un ou plusieurs
éléments chimiques.

La méthode uXRF utilise comme source d'excitation un rayonnement X (en rhodium)
qui ne permet pas de mesurer certains éléments légers au regard de la faible valeur de leur
section efficace d'ionisation. C'est ainsi que la mesure des éléments allant de I'nydrogéne
(Z =1) jusqu'au sodium (Z = 14) est impossible (Rindby & al., 1967).

Principe

Quand un matériau est soumis aux rayons X, les atomes constituant le matériau
peuvent subir une ionisation, c'est-a-dire qu'un ou plusieurs électrons peuvent étre éjectés des
couches électroniques de chacun de ces atomes.

L'atome est alors dans un état excité mais la perte d'un électron rend la structure
électronique de I'atome instable. La désexcitation se fait par une transition électronique : un
électron d'un niveau plus élevé « descend » pour occuper la case quantique a moitié vide.
Cette transition électronique provoque I'émission d'un photon X qui sort de 1'atome d’ou le
phénomene de la fluorescence X (Penen, 2015).

L'énergie du photon X émis est égale a la différence d'énergie des deux orbitales
concernées. Il est donc caractéristique de I'atome ou I'émission a été génerée.
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Chaque élément chimique est caractérisé par des orbitales électroniques d'une certaine
énergie. Il existe que de transitions électroniques possibles. Les couches électroniques
s'appelant K, L, M, N, la transition L—K est traditionnellement appelée Ka, la transition
M—K est appelée Kp, la transition M—L est appelée La. Chacune de ces transitions génére
un photon fluorescent avec son énergie caractéristique (Rindby & al., 1967).

Matériel / appareils / Equipement

UXRF HORIBA XGT 5000 ;

Figure 9 : Photo de I’appareil micro
Fluorescence des Rayons X HORIBA XGT
5000 prise a I’'INCC.

Préparation des échantillons
L’échantillon ne nécessite pas une préparation particuliére (prit direct comme poudre).
Mode opératoire

v' Refroidir le détecteur SiLi avec 1’azote liquide et le laisser se stabiliser environ 1
heure ;

Allumer 1’unité d’analyse HORIBA XGT 5000 ;

Allumer le PC et ouvrir le logiciel ;

Mettre 1’échantillon sur le porte échantillon adéquat en utilisant un adhésif en
carbone, s’assurer que la surface de 1’échantillon est bien plane ;

v" Placer le porte échantillon dans la chambre d’analyse ;

v Allumer la pompe a vide ;

&l

ANERNERN

v Cliquer sur == pour que le porte échantillon soit aligner avec la caméra ;

v Cliquer sur = pour avoir une vue globale de I’échantillon ;

v' Cliquer sur ==, a I’aide du curseur de la souris, se positionner sur le point
d’analyse ;

v’ Ajuster la hauteur du porte échantillon a I’aide du bouton se trouvant sur 1’appareil,
en faisant attention a ne pas perforer le film ;

|

v Cliquer sur -Apour visualiser les détails de la zone d’analyse, positionner le
curseur de la souris sur le point a analyser ;
v Fermer le couvercle de la chambre d’analyse.
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3. DOSAGE DES POLYPHENOLS, FLAVONOIDES ET PROTEINES

3.1. Préparation des extraits

La preparation des extraits pour le dosage des polyphénols et des flavonoides, par
macération a partir du muscle et des coproduits, a été effectuée selon le protocole décrit par
Romani & al. (2006) avec des modifications lorsqu’elles sont jugées nécessaires.

Mode opératoire

1g de matiére premiere (poudre de muscle de poisson ou co-produit)

Extraction a 1’éthanol (5ml)

|

Résidus solide Filtrat |

A

Extraction a 1’acétone (5ml)

I

Résidus solide Filtrat

A A

Extraction au méthanol (5ml) a70%

Résidus solide Filtrat

Extrait final prés pour le dosage

4

Figure 10 : Protocole modifié de Romani & al. (2006) pour la préparation des extraits
par macération

3.2. Dosage des polyphénols

Les polyphénols sont estimés par la méthode de Folin Ciocalteu. Ce dosage repose
sur le réactif de Folin Ciocalteu qui est constitué¢ d’un mélange d’acide phosphotungstique et
d’acide phosphomolybdique. L’oxydation des phénols réduit, ce réactif en un mélange
d’oxyde bleu de tungstene et de molybdéne. L’intensité de la couleur est proportionnelle au
taux de composes phénoliques oxydes (Boizot et Charpentier, 2006).
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Mode opératoire
200 pl + 1_m| de Folin
d’extrait Ciocalteu 1/10

\. J
Y

Incubation pendant 2h a I’obscurité

}

Lecteur a 760nm

7.5% de sodium

+ [ 800 pl de carbonate ]

Aprés 4 min

Figure 11 : Protocole de dosage des polyphénols selon Boizot et Charpentier (2006). \

Les concentrations des polyphénols sont déduites a partir des gammes d’étalonnage
¢tablies avec 1’acide gallique (0-200pg/ml) et sont exprimées en mg équivalent d’acide
gallique par 100g de poudre (Annexe 1, Figure 1).

3.3. Dosage des Flavonoides

La méthode utilisée de trichlorure d’aluminium décrite par Bahorun & al. (1996)

Mode opératoire
’ ' 1ml d’AICIz (2%
[ Imld extrait ] [ dans le méthanol) }

Apres 10 min d’incubation

|

Lecteur a 430 nm

Figure 12 : Protocole de dosage des flavonoides selon Bahorun & al. (1996)
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Les concentrations des flavonoides sont déduites a partir des gammes d’étalonnage
établies avec la quercétine (0-35ug/ml), et sont exprimées en exprimées en milligramme
équivalent quercétine par 100g de poudre (Annexe 1, Figure 2).

3.4. Dosage des Protéines
3.4.1. Méthode de Bradford

Principe

La technique de Bradford (1976) a été utilisée pour doser les faibles quantités de
protéine dans la solution enzymatique. Elle utilise du bleu de Coomassie G250 dont la forme
leuco (brun orange) est convertie en forme bleue caractéristique du complexe formé entre les
groupements NH3* des protéines et ceux du réactif.

3.4.2. Méthode de Lowry
Principe

Les teneurs en protéine des solutions ont été dosées selon la méthode de Lowry &
al. (1951). Les protéines reagissent avec le réactif de Folin-Ciocalteu pour donner des
complexes colorés. Selon la composition en aminoacides des protéines a doser, la capacité de
réduction du réactif de Folin est plus ou moins importante.

Mode opératoire

Bradford Lowry

0,1ml d’extrait 1ml d’extrait

| 1

1ml de la solution de
2ml du réactif au bleu de réactif cuproalcalin
coomassie l

0,5ml de folin 1/10
Incubation 30 min a I’obscurité 1

Lecture a 612 nm Lecteur a 750 mn

Figure 13 : Protocole de dosage des protéines par les deux méthodes Bradford et Lowry

La densité optique obtenue a été ensuite convertie en mg Sérum Albumine Bovine
(BSA), grace a une droite d'étalonnage préparée dans les mémes conditions (Annexe 1,
Figures 3 et 4).
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4. ACTIVITES ANTIOXYDANTS ET ANTIBACTERIENNE

4.1. Test du blanchissement du  caroténe

L’activité antioxydant des extraits de poissons est mesurée selon la méthode de
(Khartal & al., 2007). Dans ce test la capacité antioxydant, est déterminée en mesurant
I’inhibition de la dégradation oxydative de [ caroténe (décoloration) par les produits
d’oxydation de 1’acide linoléique.

L’émulsion de B caroténe / acide linoléique est prépareée :

v' Par solubilisation de 12mg de B caroténe dans 4ml du chloroforme, 0,1ml de
I’acide linoléique et 0,4 de tween 80 ;

Le chloroforme est complétement évaporé au rota vapeur ;

Par la suite 400ml d’eau oxygénée est ajouté ;

L’émulsion résultante est agitée vigoureusement ;

350ul de solution d’extrait ou antioxydant de référence (BHT) (solubilisé dans
le méthanol (2mg/ml)) sont additionnés a 25 ml de I’émulsion précédente.

RS

<\

La cinétique de décoloration de I’émulsion en présence et en absence
d’antioxydant (controle négatif dans lequel I’échantillon est remplacé par
350ul de méthanol) est suivie a 490nm a des intervalles de temps réguliers
pendant 48heures.

L’activité antioxydant relative des extraits (AAR) est calculée selon 1’équation
suivante

AAR=ADbs t=48h (échantillon)/Abs t=48h (BHT) x100

4.2. Effet scavenger du radical DPPH

Afin d’étudier I’activité anti-radicalaire des différents extraits, nous avons utilisé la
méthode basée sur le DPPH (diphényl picryl hydrayl) comme un radical relativement stable,
selon le protocole décrit par (Mansouri & al., 2005).

Dans ce test les antioxydants réduisent le diphényl picryl hydrayl, ce qui engendre un
changement de coloration. Le diphényl picryl hydrazine, dont I’intensité¢ de la couleur est
inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu, a donné
des protons (Sanchez-Moreno, 2002).

La solution de DPPH est préparée par solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans 100ml
de méthanol.
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Mode opératoire

1,95ml de la solution de + 50ul des solutions d’extraits
DPPH déja préparé ou standard (quercétine)

N J
Y

Apres 30min d’incubation a 1’obscurité

|

Lecteur a 517nm

Figure 14 : Protocole de mesure de I’activité anti-radicalaire par le DPPH selon Mansouri &
al., (2005).

L’activité anti-radicalaire est estimée selon 1’équation suivante :

% d’activité anti-radicalaire= [(Abs517 contréle-Abs517 échantillon)/Abs517controle]
x100

4.3. Test antimicrobien

Afin d’évaluer I’activité¢ antimicrobienne des extraits des poudres de poissons, nous
avons utilisé la méthode de diffusion en milieu géelosé.

Le principe de cette méthode est ;

v' D’utiliser des disques de papier Wattman de 6mm de diametre ;

v' Les disques ont été imprégnés dans différentes solutions (1g/ml) des extraits
dissous dans le chloroforme pour les extraits lipidiques et le méthanol pour les
extraits non lipidiques ;

v" Pour les deux types d’extraits ; un disque imbibé soit par le chloroforme ou le
méthanol ; ont été employé en tant que contrdle négative.

v" Ensuite, ces derniers ont été déposeés a la surface d’un milieu écouvillonné par
une suspension microbienne.

v Nous avons utilisé pour les souches bactériennes le milieu Muller Hinton, et le
milieu Saborand pour la levure et les moisissures.

v" A la fin de la durée d’incubation (18-24h pour les souches bactériennes et 48h
pour la levure et moisissures a 37°C), les diamétres des zones d’inhibition ont
été mesurés (Ryu & al., 2006).
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5. ANALYSE DE DONNEES

Afin d’établir une meilleure visualisation des résultats et d’avoir des jugements
objectifs, nous avons procédé par des représentations graphiques accompagnées d’un
ensemble de tests statistiques.

Par I’intermédiaire du programme Excel, nous avons réalisé au prealable différents
histogrammes illustrant les variations et 1’évolution des paramétres en fonction des
composantes adéquates. Ces representations ont été appuyées par 1’application de la méthode
de la Classification Ascendante Hiérarchique (CAH) qui sert d’un outil statistique de
classement afin d’en déduire les relations exactes entre les parameétres.

L’analyse globale en prenant tous les paramétres en méme temps a été assurée par les
cercles de corrélations obtenus lors de I’application d’une Analyse en Composantes
Principales (ACP), qui s’intéresse plutdt a la relation simultanée entre plusieurs variables.

Pour I’évaluation de la significativité de la difféerence entre deux composantes nous
avons utilis¢ le test de Student, alors qu’entre plusieurs nous avons appliqué I’analyse de la
variance (ANOVA). Ce qui est de la significativité de la relation nous avons calculé les
coefficients de corrélations de Spearman.

Cet ensemble d’analyse a été assuré par le logiciel Statistica 5.5 (1999).
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III. RESULTATS ET DISCUSSIONS

1. EVALUATION DU RENDEMENT D’EXTRACTION EN FONCTION DES
METHODES ET DES POISSONS

Par simple observation de 1’histogramme présenté en figure 15 on remarque une
différence trés apparente entre les deux méthodes d’extraction : Folch et Soxhlet et cela pour
les cinq especes de poissons étudiées. Cette différence est confirmée par I’application du test
de Student, qui était significative au seuil d’erreur 5%. 1l est a noter que les meilleurs
rendements sont donnés par la méthode de Folch, évalués a 80,71% pour la totalité des
especes, alors que la méthode de Soxhlet avait enregistré seulement 19,29%.

w
]

30
25 S.aurita

P.erythrinus

10 MW Folch S.plichardus

M Soxhlet .
. E.encrasicolus

T.trachurus

(=T

% de rendement en matiére grasse

[N

5 10 15 20 25

espéces . .
Dist. d'Agrégat.

Figure 15 : Histogramme illustrant la variation du | Figure 16 : Dendrogramme réalisé par une CAH illustrant
taux de rendement en matiere grasse en fonction | la relation entre les cing espéces de poissons en se basant
des deux méthodes d’extraction et des cinq | sur le taux de rendement en matiére grasse.

muscles de poissons.

Cette différence d’extraction entre les deux protocoles a été déja rapportée par Ewald
& al. (1998) lors de I’extraction des lipides dans le muscle des espéces de poisson : Clupea
harengus ; Salamo salar ; Gadus morhua et Esox lucius. L’efficacité était en faveur de la
méthode de Folch avec un taux de 52,80% contre 47,20% pour la méthode de Soxhlet. Il a été
également démontré par Xiao & al. (2012) que la méthode de Folch était la plus efficace avec
un taux de rendement de 90% contre 30% pour la méthode de Soxhlet, lors de I’extraction des
lipides a partir des poudres d’origine marines. Ainsi conclue Erberich & al. (2002) lors de
I’extraction des lipides totaux par les deux méthodes : Folch modifier par Bligh et Dyer et
Soxhlet, a partir de deux espéces de poissons d’eau douce : Cichla ocellaris et Piaractus
brachypomus.

Lors de la comparaison des taux de rendement entre les cing espéces de poissons, on
déduit a partir de I’histogramme ci-dessus le classement suivant : S. aurita > P. erythrinus >
S. pilchardus > E. encrasicolus > T. trachurus. Cette divergence dans les quantités du
rendement a été mise en évidence par le test ’ANOVA qui a donné une différence
significative au seuil d’erreur 5%.

L’application de la classification ascendante hiérarchique (CAH) (Figure 16) a permet
d’établir un regroupement des espéces en fonction de leur similarité en taux de matieres
grasse contenu dans leur muscle. Les groupes sont donnés ainsi :
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v' G1:T.trachurus / E. encrasicolus avec une distance minimale de 1,3 Agrégats
Euclidiens (AE).

v' G2 :S. aurita / P. erythrinus avec une distance de 3,7 AE.

v A ces groupes s’attache I’espéce S. pilchardus comme élément intermédiaire.

NB : La matrice de distance est citée en annexe 2, tableau I.

2. CARACTERISATION DES ACIDES GRAS ET DES MINERAUX

2.1.Analyse par Chromatographie en Phase gazeuse (CPG)

Les résultats relatifs a la caractérisation preliminaire des acides gras de deux especes de
poissons : P. erythrinus et S. aurita sont illustrés dans la figure ci-apres :

- Acide laugique C12:0
- Acide mynistique C14:0
: Acide palmitique C16.0
- Acide stéarique C18:0

- Acide oléique C18 :1

Figure 17 : Profils chromatographiques
d’esters méthyliques d’acides gras.

A/ Acides gras témoins.

B/ Huile de poisson de P. erythrinus.

C/ Huile de poisson de S. aurita.

N aess

00 1A & b

- Acide linoléique C18:2
- Acide linolénique C18:3
- Acide arachidique C20:0

8

wn
L =3500
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En se basant sur le temps de rétention comme critére d’identification des esters
méthyliques d’acides gras, qui se trouvent dans les huiles des deux especes de poissons
étudiées (Figures 17 B et C), et on le comparant avec ceux des esters méthyliques d’acides
gras témoins (Figure 17A). 11 en ressort que I’huile de I’espéces P. erythrinus renferme tous
les acides gras utilisés comme témoins, a savoir les acides : laurique C12:0 ; myristique
C14:0; palmitique C16:0 ; stéarique C18:0 ; oléique C18 :1; linoléique C18:2 ; linolénique
C18:3 ; arachidique C20:0.

Contrairement, aux résultats de 1’analyse d’huile de 1’espéce S. aurita qui montrent des
pics relatifs aux acides gras: C14:0; C16:0; C18:0et C18:1. Cette présence partielle
d’acides gras chez cette espece, classée comme poisson gras, peut étre liée a 1’état de la
fraction d’huile analysée qui était trop concentrée en matiére grasse d’ou son aspect huileux.
Caractérisé par une viscosité élevée, par conséquent on a assisté a un colmatage de
I’échantillon lors de I’injection dans la colonne, et la phase mobile qui est 1’azote (gaze
vecteur) n’a pas pu emprunter ces molécules a travers la phase stationnaire, pour qu’elles
puissent étre séparées, d’ou leurs non détection par le détecteur a ionisation de flamme.

Toutefois, une étude accomplie par Beddih & al. (2004) sur les lipide de la Boutargue
du mulet & grosse téte (Mugil cephalus) en Tunisie, a révélé 1’existence des acides gras ;
C14:1;C16:0; C16:1;C18 :1; C18:2; C19:0; C20:5; C20:5 (EPA); C22:6 (DHA). Une
autre étude faite par Li & al. (2015), a révélé également I’existence des mémes acides gras
témoins, utilisés dans ce présent travail, et cela chez trois espéces de poissons de rayon du
golf de la Tunisie.

2.2.Analyse Infrarouge a Transformée de Fourier (FTIR)

Les spectres d’absorbance pour les cing especes de poissons sont représentés dans le
domaine spectral allant de 3500 & 700 cm™ est correspondant au moyenne IR comme suit :

Tableau I : Les bandes de vibrations du spectre 1 : oo
La position approximative fragments '
de la bande (cm™)
2925,2 -C-H (groupe CHy)
2854,3 -C-H (groupeCHy>) .
1743,3 -C=0 (groupe ester) | £
1461,9 -C-H (groupe CHy) ||
13775 -C-H (groupe CHs,)
1167,1 -C-O
1099,1 -C-O
722,2 -(CH2) n;=C-H

Figure 18 : Spectre de I’analyse par FTIR
d’huile de S. aurita dans la région 4000-500cm™.
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Tableau Il : Les bandes de vibrations du spectre 2
La position fragments
approximative de la

bande (cm™)

2853,5 -C-H (groupe :
CHZ;CHs) g

1742,1 -C=0 (groupe ester)
1462,0 -C-H (groupe CH>)
1377,2 -C-H (groupe CHs) |
1262,2 -C-O; CH2
969,6 =C-H (Trans)
722,2 -(CH2)n;=C-H

Figure 19 : Spectre de I’analyse par FTIR
d’huile de P. erythrinus dans la région 4000-500cm.

Tableau I11 : Les bandes de vibrations du spectre 3 :
La position fragments i *
approximative de la i
bande (cm™)
2924,6 -C-H (groupe CH>)
2854,0 -C-H (groupeCHy>) E
17117 -C=0 (groupe ester) | =
1403,2 -C-H (groupe CH>)
1376,8 -C-H (groupe CHs)
11746 -C-0O
1061,6 -C-0 |
722,0 -(CH);=C-H ' e

Figure 20 : Spectre de I’analyse par FTIR
d’huile de S. pilchardus dans la région 4000-500cm.

Tableau IV : Les bandes de vibrations du spectre 4

La position fragments
approximative de la
bande (cm™?)
2924,3 -C-H (groupe
CH,;CH?3) F
2853,5 -C-H (groupeCH,) | ¢
1740,1 -C=0 (groupe ester)
1463 ,5 -C-H (groupe CH>)
1377,4 -C-H (groupe CHs5)
1176,6 -C-0O
1058,0 -C-0
722,3 -(CH2)n;=C-H

Figure 21 : Spectre de I’analyse par FTIR d’huile de
E. encrasicolus dans la région 4000-500cm.
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Tableau V : Les bandes de vibrations du spectre 5

La position
approximative de la
bande (cm™)

fragments

Absobaice

2925,1 -C-H (groupe CHy)
2854,6 -C-H (groupeCHy)
1741,3 -C=0 (groupe ester)
1462,5 -C-H (groupe CHy)
1376,4 -C-H (groupe CHs)
1233,1 -C-O

1088,0 -C-0

990,2 =C-H (Trans)
7223 -(CH,) » ;=C-H (cis)

Figure 22 : Spectre de I’analyse par FTIR

d’huile de T.trachurus dans la région 4000-500cm™.

Tableau VI : Les bandes de vibrations du spectre 6

La position
approximative de la
bande (cm™)

fragments

Absotae

3013,9 -C-H (groupe CHy)
2854,3 -C-H (groupeCHy)

1743,3 -C=0 (groupe ester)
1461,9 -C-H (groupe CH>)
13775 -C-H (groupe CHs)
1167,1 -C-0

1099,1 -C-0

722,2 -(CH2)n;=C-H

Figure 23 : Spectre de 1’analyse par FTIR

d’acide gras DHA pur dans la région 4000-500cm.

Tableau VII : Les bandes de vibrations du spectre 7

La position
approximative de la
bande (cm™)

fragments

2925,2 -C-H (groupe CH,)
2854,3 -C-H (groupeCHy>)

1743,3 -C=0 (groupe ester)
1461,9 -C-H (groupe CHy)
13775 -C-H (groupe CHs)
1167,1 -C-0

1099,1 -C-0

722,2 -(CH3)n;=C-H

Figure 24 : Spectre de 1’analyse par FTIR
d’acide gras EPA pur dans la région 4000-500cm™,
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Par comparaison des pics liés aux spectres des cing especes de poissons étudiées
(Figures 18, 19, 20, 21, 22) a ceux des acides gras oméga 3 pur ; la DHA et I’EPA (Figures 23
et 24) issuent de I’analyse Infrarouge a Transformée de Fourier (FTIR), on remarque
I’apparition des bandes communes qui persistent dans tout les spectres des échantillions
analyses, on note :

v' La vibration [2921,0-2925,5 cm™] correspond & la liaison chimique —C-H de
groupe CHz;

v' La vibration [2852,2-2854,6 cm™] correspond & la liaison chimique —C-H de
groupe CHz et CHs;

v' La vibration [1740,1-1743 ,33 cm™] correspond & la fonction ester C=0 ;

v' La vibration [1376,0-1377,6cm-1] correspond a la liaison chimique —C-H de
groupe CHa.

Ces resultats concordent avec ceux rapportés par Zhang (2009), lors de I’analyse et la
caractérisation des huiles synthétiques de quelques produits de consommation en les
comparant avec ceux des huiles de poissons oméga 3 (EPA et DHA) par la FTIR.

Kramer & al. (2013) ont démontré I’existence des spectres des deux acides gras
polyinsaturés : EPA et DHA en utilisant la FTIR, avec ’apparition des mémes bandes, on
cite :

v" Les vibrations 2924 cm-1 et 2853 cm-1 correspondent aux groupements methyl —
CH2 ; CH3 respectivemen ;

v Lavibration 1750 cm-1 correspond a la liaison C=0 ;

v’ La vibration 1375 cm-1 et 1461 cm-1 presentent la déformation des groupes
CH2 et CH3;

v Lavibration [1250 cm-1 — 1150 cm-1] représente la liaison —C-O ;

v Lavibration de 975 cm-1 pour les doubles liaisons entre les molécules.

Ces différentes constatations sont similaires a celles notées dans ce présent travail.

Lors d’une étude sur la différence entre les graisses de grenouille, des huiles végétales
et marines par la FTIR, il a été révélé I’existence de :

v Labande 2921,0 cm-1 (liaison —CH3) ;

La bande 2852,2 cm-1 (liaison CH2 ; CH3) ;
La bande 1742,2 cm-1 (liaison C=0),

1450 cm-1 (liaison -CH2) ;

719 cm-1 (liaison —(CH2)n ; =C-H cis).

ANER NI NI

Ces vibrations sont caractéristiques du spectre d’EPA et la DHA (Ali & al., 2015). Ce qui
concordent également avec les résultats déduits dans cette présente études.
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2.3.Analyse par la micro fluorescence au rayon X (UXRF)

Des mesures par diffraction par des rayons X ont été réalisées sur des échantillons
provenant des poudres de muscles de cing especes de poissons ; et les résultats sont :
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Figure 25 : Spectre de micro florescence au rayon X caractéristique de la poudre de S. aurita.

Le spectrogramme (Figure 25) révele 1’existence des pics qui correspondent aux
éléments : phosphores (P), soufre (S), potassium (K), et calcium (Ca) avec des pourcentages
de 53,72% et 22,45% respectivement (Annexe 3, Tableau I). Pour la méme espéce a Ghana,
Obodai & al. (2009) ont montré que 1’élément le plus abondant était le calcium (Ca) suivit par
le phosphore (P), ce qui concorde avec nos résultats.

I 1 1 I 1 |

| | i | | |
5 SO S R R - 3 R R ——— NN E— A— -
e e I L T S 1: ------------------ i’ ------------------ x;
: e i s s e

PIK 1 | i P | | 1

Figure 26 : Spectre de micro florescence au rayon X caractéristique de la poudre de S. pilchardus.
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Le spectrogramme (Figure 26) révele 1’existence des pics qui correspondent aux
éléments : phosphores (P), soufre (S) et potassium (K) avec des pourcentages de 18,09% ;
26,59% et 55,32% respectivement (Annexe 3, Tableau I1).
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Figure 27 : Spectre de micro florescence au rayon X caractéristique de la poudre d’E. encrasicolus.

Le spectrogramme (Figure 27) révéle D’existence des pics qui correspondent aux
éléments : phosphores (P), soufre (S), clore (Cl), potassium (K), et calcium (Ca) avec des
pourcentages de 9,19% ; 16,18% ; 15,54% ; 40,62% et 18,46% respectivement (Annexe 3,
Tableau I11). La méme espéce a été étudiée en Turquie par Uran et Gokoglu (2014), et il a été
révélé Iexistence des éléments : K (25,90%), Ca (25,30%) et P (30,50%). Il est a noter que
ces résultats sont différents de ceux signalés dans cette étude.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________

Figure 28 : Spectre de micro florescence au rayon X caractéristique de la poudre de T. trachurus.

Le spectrogramme (Figure 28) révele 1’existence des pics qui correspondent aux
éléments : phosphores (P), soufre (S), et le potassium (K), avec des pourcentages de 9,31% ;
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18,31% et 72,38% respectivement (Annexe 3, Tableau 1V). Cette espéce a été I’objet d’étude
par Achionye-Nzeh & al. (2011) en Niger, ces auteurs ont démontré que 1’élément K est le
plus abondant.

Il est & retenir dans cette analyse que :

v Toutes les especes ont un pourcentage en Potassium (K) relativement élevé,
suivit par le souffre (S) aprés le phosphore (P) ;

v L’espéce S. pilchardus possede une consistance en phosphore (P) en double
par apports aux espéces S. aurita, E. encrasicolus et T. trachurus ;

v Le calcium (Ca) n’a été détecté que chez les deux espéces de poissons S. aurita
et E. encrasicolus ;

v Seule I’espéce T. trachurus qui révele un pourcentage en chlore (CI).

Ces différences en compositions minérales des muscles des espéces étudiées prouvent
étre probablement due a la physiologie de chaque espéce, ainsi qu’a la localisation
géographique, les facteurs climatiques, la biodiversité et la distribution de la flore et la faune
marines Wu & al. (1994).

3. DOSAGES DES POLYPHENOLS, FLAVONOIDES ET PROTEINES

3.1.Dosage des polyphénols

On note a partir de I’histogramme, illustré en figure 29 ci-dessous, des quantités élevées
en polyphénols totaux, obtenues selon la méthode de macération pour les muscles ainsi que
les coproduits, alors que les autres méthodes de dosage ont donné des quantités infimes.
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Figure 29 : Histogramme illustrant les teneurs en | Figure 30: Dendrogramme établie par une CAH
polyphénols en fonction des types d’extraits et | illustrant la relation entre les types d’extraits en se basant

des cing especes de poissons. sur les teneurs en polyphénols.

Lors de I’application de la CAH (Figure 30), il s’obtient un regroupement Ci-apres, des
extraits étudiés en fonction de leur consistance similaire en polyphénols :
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v" G1: Folch P1 /Soxhlet avec une distance minimale de 5,2 (AE) ;
v' G2 : Folch PS /Coproduit avec une distance de 5,6 AE ;
v A ces deux groupes s’attache I’extrait du muscle obtenu par la macération.

NB : La matrice de distance est citée en annexe 2, tableau 1.

D’aprés I’histogramme de la figure 31, il s’observe globalement une richesse en
polyphénols du coté des coproduits pour les cing espéces étudiées.
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Figure 31 : Histogramme illustrant les teneurs | Figure 32 : Dendrogramme réalisé par une CAH illustrant la
en polyphénols en fonction des cing espéeces de | relation entre les cing especes de poissons en se basant sur

poissons et des types d’extraits. leurs teneurs en polyphénols.

L’application de la CAH (Figure 32) a permet d’établir un regroupement des especes
comme suit :

v' G1:T. trachurus /E. encrasicolus avec une distance minimale de 0,2 (AE), a
ce groupe s’attache S. pilchardus comme élément intermédiaire.
v' G2 :P.erythrinus / S. aurita avec une distance de 14 ,2 AE.

NB : La matrice de distance est citée en annexe 2, tableau IlI.

Lors de I’application du test de significativité des corrélations de Spearman entre les
cing especes, il a été révélé uniquement une seule corrélation significative (p<0,05) entre T.
trachurus et E. encrasicolus. Cela témoigne d’une différence dans les taux des polyphénols
entre le reste des espéces.

Par contre, I’étude des corrélations entre les différents extraits a montré :

v Des corrélations trés hautement significatives (p<0,001) ont été données entre :
(1) Le Muscle et Folch PI ; (2) Les Coproduits et Folch PS.

v Des corrélations hautement significatives (p<0,01) ont été établies entre : (1)
Soxhlet et Folch P1 ; (2) Soxhlet et le Muscle.

v Des corrélations significatives (p<0,05) ont été enregistrées entre : (1) Le
Muscle et les Coproduits ; (2) Le Muscle et Folch PS; (3) Folch PI et les
Coproduits ; (4) Folch Pl et Folch PS.
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NB : La matrice de corrélation est citée en annexe 3, tableau I.

Il est & signaler que peu de données sont disponibles sur la composition en composes
phénoliques chez les poissons.

Toutefois, les résultats de Sérot et Laffichier (2003) ont montré 1’existence de dix
composés phénoliques dans le filet de harengs, il s’agit du: phénol ; p-crésol ; O-crésol ;
gaiacol ; 4-methyl gaiacol ; 4-methyl gaicol ; syringol; eugénol; gaiacol-4-propyl et
I’isoeugénol.

En revanche, lors d’une étude sur la composition lipidique et I’activité antioxydant des
huiles de foie de 3 espéces de ray en Tunisie, Sellami & al. (2014) ont signalé la présence des
caroténoides et des composés phénoliques dans les extraits étudiés, et qui sont connus comme
des antioxydants naturels efficaces pour la protection d’huile contre 1'oxydation. Ils ont
rapporté également que les especes de poissons rayons sont incapables de synthétiser ces
molécules, et leur présence peut étre expliquée par la nature de leur régime alimentaire, qui
est constitué essentiellement par des crevettes et d’autres petits crustacées qui sont riches en
ces COmMposes.

Cette présence des polyphénols dans les poissons pourrait étre due encore aux
diatomées, qui sont connues par leurs richesses en ces molécules, et qui s’attachent souvent a
la peau des poissons (Nappo, 1999).

3.2.Dosage des flavonoides

L’analyse de I’histogramme en figure 33, a montré que les coproduits ont une teneur
élevée en flavonoides pour les cing especes suivi par le muscle. Par contre, les trois autres
extraits contiennent des quantités faibles et presque négligeables.
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Figure 33 : Histogramme illustrant les teneurs | Figure 34 : Dendrogramme réalisé par une CAH illustrant la
en flavonoides en fonction des types d’extraits | relation entre les types d’extraits en se basant sur les teneurs
et des cinq espéces de poissons. en flavonoides.
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L’application de la CAH (Figure 34) a permet d’établir un regroupement des extraits :
Soxhlet /Folch PS avec une distance minimale de 0,35 AE, a ce groupe s’attache Folch Pl,
puis le muscle, suivi en dernier par les coproduits.

NB : La matrice de distance est citée en annexe 2, tableau IV.

L’histogramme de la figure 35 montre que la macération des coproduits a noté des
taux tres élevés en flavonoides, suivi par la macération des muscles et cela pour toutes les
espéces. Par contre, les autres méthodes d’extraction : Soxhlet, Folch Pl et Folch PS ont
donné des teneurs tres faibles voir négligeables pour également toutes les espéces.
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Figure 35 : Histogramme illustrant les teneurs | Figure 36 : Dendrogramme réalisé par une CAH illustrant la
en flavonoides en fonction des cing espéces de | relation entre les cing especes de poissons en se basant sur
poissons et des types d’extraits. leurs teneurs en flavonoides.

L’application de la CAH (Figure 36) a permet d’établir un regroupement suivant :

v G1: S. pilchardus/ E. enclasicolus avec une distance minimale de 0,73
AE, a ce groupe s’attache S. aurita.
v' G2 :T. trachurus /P. erythrinus avec une distance de 1,47 AE.

NB : La matrice de distance est citée en annexe 2, tableau V.

L’application du test de corrélation de Spearman entre les différents types d’extraits
n’a révélé aucune relation significative (p<0,05). Or que, un méme test a été appliqué pour les
cing espéces et a donné :

v Des corrélations trés hautement significatives (p<0,001) entre : (1) S. aurita
et P.erythrinus; (2) S. aurita et S. pilchardus; (3) S. aurita et E.
encrasicolus ; (4) P. erythrinus et S. pilchardus ; (5) P. erythrinus et E.
encrasicolus.

v Des corrélations hautement significatives (p<0,01) entre : (1) P. erythrinus,
S. pilchardus ; (2) E. encrasicolus et T. trachurus.

NB : La matrice de corrélation est citée en annexe 3, tableau II.
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Aucune étude n’a était menée sur le dosage des flavonoides dans la chair et les
coproduits des poissons. Toutes les études sont réunies sur la présence exclusive de ces
métabolites secondaires chez les végétaux (les seuls espéces autotrophes).

En outre, on peut expliquer nos résultats par rapport a I’existence de certains acides
aminés de structure chimique similaire a celle des flavonoides qui peuvent absorber a la
méme longueur d’onde. Cette situation peut étre liée probablement au régime alimentaire des
poissons qui est constitué des : détritus, bactéries, vers, mollusques, zooplanctons, diatomees,
algues et phytoplanctons, ces derniers, sont dotés d’une teneur hautement élevée en
flavonoides. Ces hypotheses sont appuyées par les résultats de plusieurs travaux tels que :

v Evans et Pepin, (1989) qui ont montré que le posidonia oceeanica, un plancton
consommable par certaines espéces de poissons, contient une forte teneur en
composés phenoliques surtout les flavonoides.

v" Houta & al. (2012) signalent que Crithmum maritimum cette espéce ; plante
halophyte qui appartient a la famille des Apiaceae pousse tout au long des
cotes de la mer méditerranéenne et de 1’océan atlantique ; est riche surtout en
flavonoides.

v" Djénéba, (2013) a démontré que les macrophytes aquatiques, qui sont une
source d’alimentation pour certaines espéces de poissons, sont riches en
métabolites secondaires et les flavonoides font partie.

v Ainsi, ’étude des activités antioxydants et anti bactériennes de 1’extrait brut
d’une algue corallina officinalis, récoltée sur la c6te ouest algérienne, a révéle
une teneur en flavonoides totaux des extraits étudiés de ’ordre de 0.844 +
0.0036mg EC/g de masse seche (Naghraoui, 2014).

3.3.Dosage des protéines

3.3.1. La méthode de Lowry

L’analyse de I’histogramme en figure 37, révéle que le meilleur rendement en protéines
est donné par la macération des muscles et les coproduits pour toutes les espéces. Cependant,
P. erythrinus exprime une quantité élevée en protéines par rapport aux restes des especes
(Figure 38) et cela quel que soit le types d’extraits.

L’application de la CAH (Figure 39) a permet d’établir le regroupement des extraits
suivant :

v" G1: Folch Pl / Folch PS avec une distance minimale de 13 AE.
v" G2 : Muscle/Coproduit avec une distance de 56 AE.

NB : La matrice de distance est citée en annexe 2, tableau V1.

42



III. RESULTATS ET DISCUSSIONS

W S.aqurita

80

70

60

50

W P.erythrinus gg B Muscle
40 S.pilchardus ig ' ® Co-produits
30 W E.encrasicolus Z o _| I - - | Folch PS
20 T.Trachurus "\'@ o w-s
10 R o o
o § S
[ -

poudre).
w
o
teneur en protéine (mg de

BSA/100g de poudre).

EFolch PI

teneur en protéine (mgBSA/100g de
[=))
o

o\
I\ : = O
) R\ s &
¥ o o f{,‘
Muscle Co-produits FolchPS  Folch Pl

types d'extraits espéces

Figure 37 : Histogramme illustrant les teneurs | Figure 38 : Histogramme illustrant les teneurs en
en protéines dosées selon Lowry en fonction | proteines dosges selon Lowry en fonction des cing
des types d’extraits et des cing espéces de | especes de poissons et des types d’extraits.

poissons.

Muscle S.aurita :|
S.pilchardus
Coproduit
E.encrasicolus
Folch PS
T.trachurus

Folch Pl ———

P.erythrinus

0 10 20 30 40 50 60 70 80 10 15 20 25 30 35 40
Dist. d'Agrégat. Dist. d'Agrégat.

Figure 39 : Dendrogramme réalisé par une | Figure 40 : Dendrogramme réalisé par une CAH
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L’application de la CAH (Figure 40) a permet d’établir un regroupement des especes
comme suit :

v' G1:S. aurita/S. pilchardus avec une distance minimale 13,8 AE.
v' G2 :T. trachurus /E.encrasicolus avec une distance de 18,3 AE.
v A ces deux groupes s’attache I’espéce P. erythrinus.

NB : La matrice de distance est citée en annexe 2, tableau VI1I.

Lors de I’application du test de significativité des corrélations, il n’a pas été déduit
aucune relation significative (p<0,05) entre les différents extraits. Par ailleurs, la comparaison
entre les especes a révélé une corrélation hautement significative (p<0,01), entre E.
encrasicolus et T.trachurus, et une corrélation significative (p<0,05) entre I’espéce S.
pilchardus avec E. encrasicolus et T. trachurus.

NB : La matrice de corrélation est citée en annexe 3, tableau IllI.
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3.3.2. La méthode de Bradford

On remarque a partir de 1’histogramme illustré en figure 41, que la macération des
coproduits a donné un meilleur rendement en protéine, suivi par la macération des muscles et
cela pour toutes les especes, par contre, les extraits : Folch PS et Folch Pl ont donné les

teneurs les plus faibles.

L’observation de 1’histogramme en figure 42, montre que la macération des coproduits
donne les teneurs les plus élevées en protéines totales quelque que soit I’espéce. 1l est a retenir
que la valeur la plus élevée était en faveur d’E. encrasicolus.

250 m S.aurita

50
100
50 I
0 —_— —_— =

Folch PS
types d'extraits

W P.erythrinus

- N
=3
53

S.pilchardus
W E.encrasicolus

T.Trachurus

teneur en protien total {(mg BSA/100g
de poudre),

Muscle Co-produits Folch PI

B Muscle
W Co-produits
Folch PS

W Folch PI

teneur en proteines (mg de BSA/100g
de poudre).
= = N N
u o uw o u
o O O O © O
|
% h
|
|
1
|

espéces

Figure 41 : Histogramme illustrant les teneurs en
protéines dosées selon Bradford en fonction des types
d’extraits et des cinq espéces de poissons.

Figure 42 : Histogramme illustrant les teneurs en
protéines dosées selon Bradford en fonction des cing
especes de poissons et des types d’extraits.
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Figure 43 : Dendrogramme réalisé par une CAH
illustrant la relation entre les types d’extraits en se
basant sur leurs teneurs en protéines dosées selon
Bradford.

Figure 44 : Dendrogramme réalisé par une CAH
illustrant la relation entre les cing espéces de poissons
en se basant sur leurs teneurs en protéines dosées
selon Bradford.

L’application de la CAH (Figure 43) a permet d’établir un regroupement des extraits
ci-aprées : Folch SP/Folch PI avec une distance minimale de 7 AE, a ce groupe s’attache le

muscle, suivi par les coproduits en dernier.

NB : La matrice de distance est citée en annexe 2, tableau VIII.
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La CAH des espéces (Figure 44) a un premier rapprochement entre S. aurita/ P.
erythrinus avec une distance minimale de 29 AE, a ce groupe s’attache S. pilchardus, suivi
par E. encrasicolus et T. trachurus en dernier.

NB : La matrice de distance est citée en annexe 2, tableau 1X.

L’application du test de significativité des corrélations de Spearman entre les
différents types d’extraits n’a révélé aucune similitude (p<0,05). En revanche, I’application du
méme test pour les cing espéces a donné :

v' Des corrélations trés hautement significatives (p<0,001) entre: (1) S.
pilchardus et P. erythrinus ; (2) S. pilchardus et T. trachurus.

v Des corrélations hautement significatives (p<0,01) entre : (1) S. aurita et E.
encrasicolus ; (2) S. aurita et S. pilchardus ; (3) S. aurita et T. trachurus.

v Une corrélation significative (p<0,05) entre P. eruthrinus et E. encrasicolus.

NB : La matrice de corrélation est citée en annexe 3, tableau V.

3.3.3. Comparaison des deux méthodes : Lowry et Bradford

D’aprés le cercle de corrélation (Figure 45) on remarque 1’existence de deux groupes
qui s’opposent par rapport a I’axe des ordonnées ; le premier correspond aux résultats des
teneurs en protéines des cing especes, dosées par Lowry et le second représente celles dosées
par Bradford. Cela renseigne sur la différence nette dans le rendement entre les deux
méthodes et cela chez toutes les espéces de poissons étudiées.

Par ailleurs, le cercle de corrélation (Figure 46) révele I’existence de trois groupes,
mais il est important de signaler le chevauchement entre les extraits dosés par Lowry et
Bradford, indiquant ainsi une méme efficacité du rendement. Cela est noté essentiellement du
c6té du protocole de Folch, dont leurs extraits ont enregistré les mémes résultats
approximativement entre Lowry et Bradford.

Le dosage des protéines dans le muscle et le coproduit présente un rassemblement
selon Lowry or que le dosage selon Bradford montre une dispersion entre ces extraits.
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Ruzin & al. (2004) ont rapporté la présence d’une variation entre les résultats
protéiques obtenus par les deux méthodes Lowry et Bradford, et cela par le fait que le réactif
de Biorad utilisé dans I’analyse de Bradford a réagi seulement avec des protéines plus de
13KDa en grande partie, tandis que le réactif de Lowry a réagie avec des protéines et peptides

de toutes tailles.

Lu Tzong-shi & al. (2010) ont également expliqué la différence dans les résultats ;
qu’ils ont obtenu par les deux méthodes de dosage ; par le fait que Bradford est sensible
lorsque les teneurs en protéine sont assez faibles, par contre lorsque les quantités sont trop
élevées les deux méthodes donnent les mémes résultats.

Redmile-Gordon & al. (2013) ont trouveé pareillement une variation entre les résultats
de dosages des protéines par les deux méthodes, ce qui est due au fait que la méthode de
Bradford est la plus sensible en raison de la présence des polyphénols dans 1’échantillon a
analyser, par contre la méthode de Lowry et la plus précise.

Ces différentes constatations concordent avec les résultats déduits dans ce présent

travail.

4 LESACTIVITES ANTIOXYDANTS ET ANTIBACTERIENNES

4.1.Test de blanchissement de la B-caroténe

D’aprés I’observation des courbes illustrées en figure 47, on déduit que les différents
extraits des muscles de tous les poissons ont la méme cinétique de régression en fonction du
temps. 1l est a retenir que I’espéce E. enrasicolus posséde le pouvoir d’inhibition de la

dégradation oxydative de la B-caroténe le plus élevé.
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Figure 47 : Courbes des variations du pouvoir
d’inhibition de la dégradation oxydative de la B-
caroténe pour les muscles des cing especes de
poissons.

Figure 48 : Dendrogramme réalisé par une CAH
illustrant la relation entre les muscles des cing espéces
de poissons en se basant sur leur pouvoir d’inhibition
de la dégradation oxydative de la B-caroténe.
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L’application de la CAH (Figure 48) a permet d’établir un regroupement des especes ;
en fonction de leurs similarité dans leur pouvoir inhibiteur de la décoloration de la B-
caroténe ; comme suit : P. erythrinus / S. pilchardus avec une distance minimale de 9 AE, a ce
groupe s’attache I’espéce S. aurita, suivi par T. trachurus et E. encrasicolus en dernier.

NB : La matrice de distance est citée en annexe 2, tableau X.

Les mémes constatations que précédemment ont été obtenues lors de I’analyse des
courbes illustrées en figure 48, dont une cinétique de régression est marquée pour les
différents extraits des coproduits de tous les poissons en fonction du temps. Cette fois-ci par
contre, le pouvoir d’inhibition de la dégradation oxydative de la B-carotene le plus élevé, était
en faveur de I’espéce T. trachurus (Figure 49).

L’application de la CAH (Figure 50) a permet d’établir un regroupement des espéces ;
en fonction de leur similarité dans leur pouvoir inhibiteur de la décoloration de la B-carotene ;
P. erythrinus / S. pilchardus avec une distance minimale de 6,8 AE, a ce groupe s’attache
I’espéce E. encrasicolus, suivi par S. aurita et T. trachurus en dernier.

NB : La matrice de distance est citée en annexe 2, tableau XI.
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Figure 51 : Cercle de corrélation illustrant la distribution des différentes espéces de poisson en fonction de leurs
pouvoir antioxydant de leur muscle et leurs coproduits.
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D’aprés le cercle de corrélation illustré en figure 51, il en ressort un premier groupe
renfermant les coproduits des espéces: S. aurita; P. erythrinus; S. pilchardus; E.
encrasicolus, alors qu’un deuxiéme groupe renferme les muscles des espéces S. aurita ; S.
pilchardus ; E. encrasicolus, ainsi qu’une superposition entre le muscle de P. erythrinus et le
coproduit de T. trachurus. On remarque par contre I’isolement du muscle de T. trachurus.

On conclue que la capacité antioxydants du muscle de I’espéce P. erythrinus est la
méme que celle du coproduit de 1’espéce T. trachurus.

Le test de significativité pour la comparaison du muscles et les coproduits des espéces
de poissons a montré une corrélation tres hautement significative entre de 1’ordre de 0,93 a 1
(p<0,001). Cela donne raison aux résultats précedents qui prouvent une efficacité similaire
dans la capacité d’inhibition de la dégradation oxydative de la B-caroténe.

4.2 Effet scavenger du radical DPPH
L’observation de histogramme de la figure 52 montre que :

v' Les extraits obtenus par la macération (coproduits et muscles) ont un pouvoir
anti-radicalaire le plus fort que ceux donnés par les extrais de Soxhlet et Folch
PS.

v" Les pourcentages d’inhibition du radical DPPH est élevé dans les coproduits
des especes S. pilchardus et P. erythrinus, et le muscle de S. aurita.

La capacite anti-radicalaire de DPPH différe entre les especes, et encore dans la méme
espece en fonction de procédé d’extraction utilisé (Figure 53).

v L’espéce S. aurita posséde une activité anti-radicalaire importante quel que soit
le types d’extraits.

v’ Les coproduits de P. erythrinus et S. pilchardus marquent des pourcentages
d’inhibition de radical DPPH les plus élevés.

L’application de la CAH (Figure 54) a permet d’établir un regroupement des différents
types d’extraits en fonction de leurs similarité dans leur pouvoir réducteur de radical DPPH.
Les groupes sont donnés ainsi :

v" G1 : Soxhlet / Folch PS avec une distance minimale de 9,4 AE.
v" G2 : Muscle / Coproduit avec une distance de 23,8 AE.

NB : La matrice de distance est citée en annexe 2, tableau XII.

L’application de la CAH (Figure 55) a permet d’établir un regroupement des espéces
¢tudié en fonction de leurs similarité¢ dans leur pouvoir inhibiteur de la décoloration de la -
carotene. Les groupes sont donnés ainsi :
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Figure 54 : Dendrogramme établit par une CAH
illustrant la relation entre les différents types

d’extraits en se basant sur leur pouvoir réducteur de
DPPH.

Figure 55 : Dendrogramme établit par une CAH
illustrant la relation entre cing espéces de poissons
marins de golf de Bejaia en se basant sur leur pouvoir
réducteur de DPPH.

v' G1:P. erythrinus/ S. pilchardus avec une distance minimale de 7,7 AE.
v' G2 : E. encrasicolus / T. trachurus avec une distance de 10,5 AE.
v A ses deux groupes s’attache ’espéce S. aurita.

NB : La matrice de distance est citée en annexe 2, tableau XIII.

Lors de I’application du test de significativité des corrélations des différents extraits, il
n’a pas été déduit des significativités de relation. Par contre, la comparaison entre les especes
a révélé seulement une corrélation significative (p<0,05), entre P. erythrinus et S. pilchardus

(0.96)

Bougatef & al. (2010) ont demontré, lors de la purification et I’identification des
nouveaux peptides antioxydant par I’hydrolyse enzymatique des coproduits de Sardinelle
(Sardinella aurita), que 1’hydrolysat obtenue exhibe une activité antioxydants élevés, ce qui
concorde avec les résultats retrouves dans cette presente etude.
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Par ailleurs, Khaled & al. (2014), montrent dans leur travail sur le muscle de la

Sardinelle (Sardinella aurita), que les hydrolysats protéiques de muscle ont une activité
antioxydant avec variables degré contre les systémes antioxydants in vitro (DPPH et la B-
carotene).

Ainsi, I’étude de I’activité anti-radicalaire par DPPH des extraits lipidiques du cerveau

de la carpe argenté faite par Wang & al. (2013), a montré que les lipides polaires et le a
tocophérol a nettoyé les radicaux plus efficacement que les lipides totaux et les lipides
neutres.

4.3.Activité antimicrobiennes

Les résultats concernent le test préliminaire de I’activité antibactérienne pour les

déférents extraits (Soxhlet, Folch Inférieur, Folch Supérieure, Macération des Muscles,
Macération des Coproduits) par 1’utilisation des disques, et la méthode de diffusion sur gélose
pour les souches : Esherichia coli (E. coli), Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae
(KPC), Staphylococcus aureus résistant a la Meéticilline (SARM), Enterococcusfoecalis,
Candida albaicans, Aspergillus Niger.

Sur 140 boites (2 essais) seules six boites a partir desquelles on a réussi la lecture et

les résultats sont illustrés en figure 56.

A

B C

¢ W
o

X
é\ ,,
t . :b

Figure 56 : Les résultats de 1’activité antibactérienne des extraits des muscles des espéces S. aurita et P.
erythrinus contre E.coli (A et B) et Klebsiella pneumoniae (C).

On a remarqué d’apres les résultats de ce test I’apparition des zones d’inhibitions lors

d’ajouts des extraits de la phase inférieur de Folch des deux especes S. aurita et P.
erythrinus dans les milieux de cultures contre E. coli.

Ainsi on a remarqué des zones d’hinibition lors d’ajout de 1’extrait de Folch phase

inferieur de 1’espece S. aurita dans le milieu de culture contre Klebsiella pneumoniae.
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Ces résultats peuvent etre justifiés par ceux de Ouattara & al. (1997) qui ont révelé
une activité antibactérienne des extraits lipidiques a partir de la basse culture de mer
(Dicentrarchus labrax) et une espéce de dorade (Sparus aurata) contre Staphylococcus
aureus et E. coli, tandis que les extraits lipidiques du loup de mer ont montré une activité
antibactérienne contre Enterococcusfoecalis.

Wang & al. (2013) ont egalement montré que les lipides de cerveaux des crevettes
rouge, bar de mer et la dorade de gilthhead ont empéché la croissance de E. coli.

Quant & Boselli & al. (2012), ils ont rapporté que I’activité bactéricide des acides gras
polyinsaturés augmente avec 1’augmentation de degrés des instaurations.

Ainsi rajoutent Kawabori & al. (2013) que I’apparition des zones d’inhibitions peut
étre expliquée par apport a la richesse des extraits lipidiques en acides gras qui luttent contre
beaucoup de microorganismes en particuliers les acides gras polyinsaturés a longues chaines,
tels que: Dl’acide oléique, ’acide linoléique et 1’acide linolénique ; qui confrontent les
bactéries par plusieurs mécanismes d’action, qui comportent principalement la perturbation
des membranes bactériennes.
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Cette etude avait comme objectif la mise au point d’une méthode d’extraction d’acides
gras et une contribution a leurs caractérisation ainsi que la composition minérale et
I’évaluation de quelques activités biologiques.

A la lumiére des résultats obtenus, on retient que la méthode d’extraction d’acides gras
la plus recommandée est celle de Folch, vu les taux de rendements qui étaient a sa faveur et
cela pour les cing espéces de poissons étudiées. Le taux moyen est évalué a 80,71% pour
Folch contre 19,29 enregistré pour 1’extraction par Soxhlet.

Ce qui est de la caractérisation des acides gras, par la Chromatographie en Phase
Gazeuse couplée a un Détecteur d’ionisateur de Flamme (CPG/FID), elle a révélé 1’existence
des différents types d’acides gras, a savoir : I’acide myristique (C14 :0) ; ’acide palmitique
(C16:0) ; I’acide stéarique (C18 :0) et I’acide oléique (C18 :1) pour I’huile des deux espéces
de poissons analyseées : S. aurita et P. erythrinus.

Ainsi, I’analyse effectuée par la spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier
(FTIR) a montré la persistance des acides gras polyinsaturés oméga 3 :

L’acide eicosapentaénoique (EPA) et 1’acide docohexaénoique (DHA) dans la chair
des cing especes de poissons étudiées. Cette constatation est mise en place suite a la détection
des mémes bandes de vibrations dans les spectres des échantillons analysés et les comparant a
ceux des témoins.

L’étude de la composition minérale par la micro Fluorescence au Rayon X (LXRF)
indique que toutes les espéces ont un pourcentage en Potassium (K) relativement élevé, dont
la valeur la plus haute était en faveur de I’espéce T. trachurus avec un taux de 72,38%. Cet
élément est suivit par le souffre (S) et le phosphore (P). Il est a signaler que 1’espéce S.
pilchardus possede une consistance en phosphore (P) en double par apports aux espéces S.
aurita, E. encrasicolus et T. trachurus. Par ailleurs, le calcium (Ca) n’a été détecté que chez
les deux espéces de poissons S. aurita et E. encrasicolus. Par contre, seule I’espéce T.
trachurus qui révele un pourcentage en chlore (CI).

Le dosage des polyphénols et les flavonoides totaux ont montré que les coproduits des
cing especes sont les plus riches, voir 1’espéce S. aurita avec des teneurs les plus élevees :
21,71mg EAG/100g et 10,15mg EQ/100g de poudre, en polyphénols et flavonoides
respectivement. Toutefois, le dosage des protéines par les deux méthodes Lowry et Bradford a
montré en premier une variation dans les rendements, dont ce dernier était en faveur de la
méthode de Bradford. Cependant, ce dosage a révélé globalement et avec les deux méthodes
que les coproduits et les muscles sont les plus riches en protéines par rapport aux restes
d’extraits.

L’évaluation de I’activité antioxydants et anti-radicalaire par le test de blanchissement
de la B-caroténe et le radical DPPH, ont montré que les fractions musculaires et celles des
coproduits suivent la méme cinétique d’inhibition dans la dégradation oxydative de la B-
caroténe. Il est & retenir que I’espéce T. trachurus possede un intérét major du fait que ses
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coproduits ont I’activité antioxydant la plus élevée (45,14%) et c¢’est son muscle qui révele le
pouvoir réducteur le plus important (17,91%).

L’essai préliminaire de 1’activité antimicrobienne révele un effet bactéricide des
extraits lipidiques de S. aurita et P. erythrinus contre Esherichia coli et klebsiella

pneumoniae.

Les résultats issus de cette initiative s’examinent autant qu’un pas de départ et
constitue une ouverture d’une piste de recherche trés pertinente qui ne pourrait qu’étre
encourageée, et de pousser les études de part leurs diversité en développant les aspects dans le

Sens .

v

D’une optimisation de d’autres parametres influengant 1’extraction des matiéres
grasses par le protocole de Folch ;

D’une identification des acides gras en partant vers 1’utilisation des méthodes
plus performantes telles que la Chromatographie Gazeuse couplée a un
Spectrophotomeétrie de Masse (CG/MS) ou la Chromatographie Gazeuse couplée
a un double Spectrophotométrie de Masse (CG/ MS/ MS) ;

D’une purification des minéraux a partir de la chair et les coproduits de poissons
pour l’utilisation dans le domaine pharmaceutique contre les insuffisances
minérales ;

D’une incorporation des deux acides gras polyinsaturés omégas 3 : ’EPA et la
DHA dans les aliments quotidiens voire les huiles et les margarines ;

D’une valorisation des peptides de poissons comme molécules bioactives dans le
domaine industriel (alimentaires et pharmaceutiques).

D’utilisation des techniques chromatographiques comme la chromatographie
liquide a haute performance (HPLC) ou la chromatographie gazeuse couplée
avec un spectraux de masse voire méme I’RMN pour confirmer ou affirmer
I’existence des métabolites secondaires tels que les flavonoides.
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Figure 1 : Courbe d’étalonnage des polyphénols totaux.
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Figure 2 : Courbe d’étalonnage des flavonoides totaux.
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Figure 4 : Courbe d’étalonnage de protéines totales par Lowry.
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ANNEXE 2 : MATRICES DE DISTANCES

Comparaison du rendement entre les cing espéces de poissons

Tableau I : Matrice des distances de rendements des espéces

S.aurita P.erythrinus | S.pilchardus |E.encrasicolus | T.Trachurus
S.aurita 0 3,7 22,1 26 27,3
P.erythrinus 3,7 0 20,4 24,4 25,7
S.pilchardus 22,1 20,4 0 4 53
E.encrasicolus |26 24,4 4 0 13
T.Trachurus |27,3 25,7 5,3 13 0
Tableau Il : Matrice de distance des polyphénols pour les extraits
Muscle Coproduit Soxhlet Folch PS Folch PI
Muscle 0 14,5 19,9 9,5 14,8
Coproduit 14,5 0 10,4 5,6 6,9
Soxhlet 19,9 10,4 0 14,5 5,2
Folch PS 9,5 5,6 14,5 0 9,6
Folch PI 14,8 6,9 5,2 9,6 0
Tableau I11 : Matrice de distance des polyphénols pour les especes
S.aurita P.eruthrinus |S.pilchardus |E.encrasicolus | T.trachurus
S.aurita 0 14,2 25,7 26,2 26,4
P.eruthrinus 14,2 0 35,2 35,7 35,9
S.pilchardus 25,7 35,2 0 0,6 0,8
E.encrasicolus 26,2 35,7 0,6 0 0,2
T.trachurus 26,4 35,9 0,8 0,2 0
Dosage des flavonoides
Tableau IV : Matrice de distance des flavonoides pour les extraits
Muscle Coproduit Soxhlet Folch PS Folch PI

Muscle 0,00 11,85 5,22 4,89 4,22

Coproduit 11,85 0,00 16,97 16,64 15,97
Soxhlet 5,22 16,97 0,00 0,35 1,12
Folch PS 4,89 16,64 0,35 0,00 0,88

Folch PI 4,22 15,97 1,12 0,88 0,00
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Tableau V : Matrices de distance des flavonoides pour les especes

S.aurita P.eruthrinus | S.pilchardus |E.encrasicolus | T.trachurus
S.aurita 0 4,96 2,24 1,6 6,36
P.eruthrinus 4,96 0 2,91 3,39 1,47
S.pilchardus 2,24 2,91 0 0,73 4,35
E.encrasicolus 1,6 3,39 0,73 0 4.8
T.trachurus 6,36 1,47 4,35 4,8 0
Dosage des protéines
La méthode de Lowry
Tableau VI : Matrice de distance des extraits par Lowry
Muscle Coproduit Folch PS Folch PI
Muscle 0 56 96,9 103
Coproduit 56 0 79,3 89
Folch PS 97 79,3 0 13
Folch PI 103 89,1 13,3 0
Tableau VII : Matrice de distance des especes par Lowry
S.aurita P.erythrinus | S.pilchardus E.encrasilus | T.Trachurus
S.aurita 0 64,8 13,8 25,3 39,5
P.erythrinus 64,8 0 57,7 42,4 38,6
S.pilchardus 13,8 S7,7 0 21 38,8
E.encrasilus 25,3 42,4 21 0 18,3
T.Trachurus 39,5 38,6 38,8 18,3 0
La méthode de Bradford
Tableau VIII : Matrice de distance des espéces par Bradford
S.aurita P.erythrinus | S.pilchardus E.encrasilus | T.Trachurus
S.aurita 0 29 51 78 160
P.erythrinus 29 0 33 73 145
S.pilchardus 51 33 0 45 167
E.encrasilus 78 73 45 0 213
T.Trachurus 160 145 167 213 0
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Tableau IX : Matrice de distance des extraits par Bradford

Muscle Coproduit Folch PS Folch PI
Muscle 0 351 201 197
Coproduit 351 0 534 529
Folch PS 201 534 0 7
Folch PI 197 529 7 0
Test des activités antioxydant :
Test de blanchissement de la B-caroténe
Tableau X : Matrice de distance de test de blanchissement de la 3-caroténe pour muscles.
S.aurita P.erythrinus | S.pilchardus | E.encrasicolus |T.trachurus
S.aurita 0 11,7 10,3 27 22,9
P.erythrinus 11,7 0 9 33,5 14,5
S.pilchardus 10,3 9 0 26 19
E.encrasicolus 27 33,5 26 0 39,4
T.trachurus 22,9 14,5 19 39,4 0

Tableau XI : Matrice de distance de test de blanchissement de la -carotene pour coproduits.

S.aurita P.erythrinus | S.pilchardus | E.encrasicolus | T.trachurus
S.aurita 0 34,4 36 26,1 70,7
P.erythrinus 34,4 0 6,8 12,7 37,6
S.pilchardus 36 6,8 0 11,3 37,4
E.encrasicolus 26,1 12,7 11,3 0 47,5
T.trachurus 70,7 37,6 37,4 47,5 0
Effet scavenger du radical DPPH
Tableau XII : Matrice de distance du radical DPPH pour les extraits
Muscle Coproduit Soxhlet Folch PS

Muscle 0 23,8 34,2 32,3
Coproduit 23,8 0 45,5 42 4
Soxhlet 34,2 45,5 0 9,4
Folch PS 32,3 42,4 9,4 0

Tableau XII1 ; Matrice distance du radical DPPH pour les espéces.

S.aurita P.erythrinus | S.pilchardus |E.encrasicolus | T.trachurus
S.aurita 0 22,4 23,4 24 24,8
P.erythrinus 22,4 0 7,7 16,1 24,1
S.pilchardus 23,4 7,7 0 15,5 21,1
E.encrasicolus 24 16,1 15,5 0 10,5
T.trachurus 24,8 24,1 21,1 10,5 0




Tableau | : composition minérale de la chair I’espéce S. aurita.

Elem.

15 P
16 S
19 K
20 Ca

Line

K
K
K
K

ANNEXES

ANNEXE 3 : COMPOSITION MINERALE

Mass

[%]

8.
14.
53.
22,

93
89
72
45

2sigma
[%]
.79
.65
.31
.32

== o o

Atomic Intensity

[%]
10.74
17.29
51.13
20.85

Tableau Il : composition minérale de la chair I'espéce S. pilchardus.

16.
49.
86.
23.

[cps/mA]

72
72
42
27

Atomic Intensity

26.
55.
55.

[cps/mA]

23
27
98

Atomic Intensity

Elem. Line Mass 2sigma
[%] [%] [%]
15 P K 18.08 1.62 20.65
16 S K 26.59 1.64 29.33
19 K K 55.32 2.06 50.02
Tableau 111 : composition minérale de la chair I’espéce E. encrasicolus.
Elem. Line Mass 2sigma
[%] [%] [%]
15 P K 9.19 0.47 10.84
16 S K 16.18 0.42 18.43
17 C1 K 15.54 0.48 16.01
19 K K 40.62 0.77 37.92
20 Ca K 18.46 0.66 16.81

Tableau IV : composition minérale de la chair I’espéce T. Trachurus.

Elem.

15 P
16 S
19 K

Line

K
K
K

Ma

S5

[%]

9.31
18.31
72.38

2sigma
[%]
1.15
0.%94
1.35

55

91.
35.

[cps/mA]
30.
93,

73
99
.38
81
10

Atomic Intensity

[%]
11.05
20.97
67.98

6.
23,
41.

[cps/mA]

86
30
18
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ANNEXE 4 : MATRICES DE CORRELATIONS

Tableau | : Matrice de corrélation des extraits pour les polyphénols.

Muscle Coproduit Soxhlet Folch PS Folch PI
Muscle 1,00 0,89 0,98 0,94 1,00
Coproduit 0,89* 1,00 0,78 0,99 0,88
Soxhlet 0,98** 0,78 1,00 0,86 0,98
Folch PS 0,94* |0,99*** 0,86 1,00 0,93
Folch PI 1,00*** 0,88* |0,98** 0,93* 1,00
*** trgés hautement significative  *** hautement significative * significative

Tableau Il : Matrice de corrélation des espéces pour les flavonoides.

S.aurita P.erythrinus S.pilchardus E.encrasicolus | T.trachurus
S.aurita 1,00 1,00 1,00 1,00 0,99
P.erythrinus 1,007 1,00 1,00 1,00 0.99
S.pilchardus 1,00%%* | 1,00%% 1,00 1,00 0,07
E.encrasicolus 1,00%%%* | 1 QO*** 1,00%** 1,00 0,99
T.trachurus 0,99%* 0,00%* 0,97%% |0,99%* 1,00

*** tres hautement significative

*** hautement significative

* significative

Tableau I11 : Matrice de corrélation des espéces par Lowry.

S.aurita P.erythrinus | S.pilchardus | E.encrasicolus | T.trachurus
S.aurita 1,00 0,32 0,89 0,83 0,84
P.erythrinus 0,32 1,00 0,66 0,78 0,78
S.pilchardus 0,89 0,66 1,00 0,98 0,97
E.encrasicolus 0,83 0,78 0,98 * 1,00 0,99
T trachurus 0,84 0,78 0,97 * | 0,09** 1,00

*** trés hautement significative  *** hautement significative * significative

Tableau IV ; Matrice de corrélation des espéces par Bradford.

S.aurita P.erythrinus | S.pilchardus E.encrasicolus | T.trachurus

S.aurita 1,00 0,99 0,97 0,96 0,96

Perythrinus | g 1,00 0,99 0,98 0,93

S.pilchardus 0,97* | 0,09%* 1,00 1,00 0,87

E.encrasicolus 0,96* 0,98* 1,00 ** 1,00 0,85

T.trachurus 0,96* 0,93 0,87 0,85 ** 1,00
*** tres hautement significative  *** hautement significative * significative




Résume : Cette étude menée sur les poudres des poissons marins du golf de Bejaia, a
démontré que les meilleurs rendements sont donnés par la méthode de Folch, évalués en
moyenne a 80,71%. Le profil chromatographique des acides gras issus par la CPG/FID et la
FTIR montre I’existence des acides gras saturés, mono-insaturés et polyinsaturés. Par ailleurs,
I’analyse de la composition minérale par la pXRF révele la présence du Potassium (K), du
souffre (S) et du phosphore (P) chez toutes les especes étudiées. Ce qui est du dosage des
polyphénols et flavonoides il s’est avéré que la macération est le procédé le plus adéquat pour
I’obtention d’un maximum d’extraction, et que les teneurs les plus importantes ont caractérisé
les coproduits de S. aurita. Pour les protéines, il a été également enregistrées des teneurs
élevées au niveau des coproduits mais aussi dans les muscles et cela pour toutes les espéces,
malgré la variation dans les taux du rendement notés par Lowry et Bradford. L’étude de
I’activité antioxydants et anti-radicalaire méne a conclure que I’espéce T. trachurus posséde
un intérét major du fait que ses coproduits ont un pourcentage d’inhibition de la dégradation
oxydative de la B-caroténe le plus élevé (45,14%) et son muscle révéle le pouvoir réducteur de
radical DPPH le plus important (17,91%). Le résultat de I’activité antimicrobienne révele
I’existence d’un effet bactéricide des extraits lipidiques.

Mots clés : poissons du golf de Bejaia, acides gras, minéraux, protéines, polyphénols,
activités antioxydants.

Abstract: The study of marine fish powders of Bejaia Golf, has shown that the best yields are
given by Folch method, estimated on average at 80.71%. The obtained profile
chromatographic of fatty acids by GC/FID and FTIR shows the presence of saturated,
monounsaturated, polyunsaturated fatty acids. Furthermore, mineral composition through
UXRF analysis reveals the presence of Potassium (K), Sufur (S) and Phosphorus (P) in all
species studied. Concerning, polyphenols and flavonoids it proved that the maceration is the
most adequate process for obtaining a maximum of extraction, and the most important content
have characterized S. aurita coproducts. For proteins, it has also recorded high levels in
coproducts but also in muscles for all species. However, this rate levels are varied from
Lowry to Bradford. The study of the antioxydants activity and anti-free radical carries out to
conclude that the species T. trachurus has an interest major owing to the fact that its
coproducts have the highest percentage inhibition of the oxidative decomposition of (-
carotene (45,14%) and its muscle reveals the most significant reduction of radical DPPH
(17,91%).The result of the antimicrobial activity reveals the bactericidal effect of lipid
extracts.

Keywords: Bejaia Golf fish, fatty acids, minerals, proteins, polyphenols, antioxidant activity.
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