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Résume

La spiruline (SP) est une algue bleue verte, d’intéréts meédicinal et nutritionnel.
L’étude a porté sur 88 rats males de souche Wistar sur une période de 70 jours. Onze groupes
de rats ont été constitués et réparties en rats diabétiques de type 1 et 2 (DT1 et DT2). Les
mesures pondérales revelent une perte de poids de 32,21% chez les rats rendus diabétiques par
I’alloxane a raison de 150 mg/Kg de P.C pour le DT1. Pour le DT2 un gain de poids de 9%
des rats rendus diabétiques par 40% de fructose pendant 2 mois. L’administration de SP a titre

préventif et curatif améliore les perturbations pondérales dues au diabete DT1 et DT2.

La glycémie dans le DT1 était de 4,28 g/L avant administration de SP & une dose de
10% pendant 50 j et de 1,87 g/L apres le traitement. Pour le DT2, la glycémie passe de 0,68 a
0,74 g/L et de 2,22 a 1,01 g/L apres traitement préventif et curatif de SP respectivement. Le
HOMA-IR dans le DT1 était de 7,32 et passe a 4,26 apres traitement de SP. Pour le DT2,
I’indice HOMA-IR passe de 6,21 a 4,11 et 4,51 respectivement apres traitement préventif et
curatif de SP. Pour le profil lipidique, le cholestérol total et les triglycérides diminuent tres
significativement aprés administration de SP de (1,3 a 0,92 g/L et de 1,54 a 0,7 g/L)
respectivement dans le DT1. Dans le DT2, le traitement préventif de SP a empéché
I’altération du profil lipidique. Les mémes parameétres passent de (1,5a 1 g/L et de 1,8 2 0,9

g/L) pour le traitement curatif.

Le stress oxydatif a été significativement altéré pour les deux types de diabete. Pour le
DT1, la SOD passe de 30,12 a 57,85 U/mL apres traitement avec SP. Alors que pour le DT2,
la SOD passe de 58,60 a 64,54 U/mL jusqu’a 60,81 U/mL pour les traitements préventif et
curatif de SP. La mesure de la peroxydation lipidique (TBARS) augmente trés
significativement de 52,32 et 38,12% respectivement chez le groupe DT1 et DT2. Le
traitemet préventif de SP a prevenu 1I’augmentation des niveaux de TBARS. Le traitement

curatif de SP a significativement abaisse le taux du MDA dans les deux types de diabéte.

L’¢étude histologique a montré une nécrobiose des Tlots de Langerhans des rats
diabétiques. Des Tlots de taille modérée avec des cellules a noyaux actifs dlie probablement a

la regénération des cellules § pancréatiques aprés 1’administration de SP aux rats diabétiques.

La spiruline pourrait jouer le role dans 1’homéostasie glucidique chez les rats

diabétiques.

Mots clés : spiruline, diabéte, stress oxydant, rat Wistar.



Abstract

Spirulina (SP) is a green blue alga with medicinal and nutritional interest. Our study
included 88 male rats of Wistar strain over a period of 70 days. Eleven groups of rats were
formed and divided into type 1 and 2 diabetic rats (T1D and T2D). The measurements
revealed a weight loss of 32.21% in diabetic rats induced by alloxane (150 mg / Kg of P.C)
for T1D. For the T2D, induced by 40% ingested fructose for 2 months, 9% of weight gain for
diabetic rats is noted. The administration of SP as a preventive and curative improves the
weight alterations due to diabetes T1D and T2D.

Blood glucose was 4.28 g/L before SP treatement at a dose of 10% for 50 days and
1.87 g/L after treatment in T1D. Fast blood glucose increase from 0.68 to 0.74 g / L and
decrease from 2.22 to 1.01 g / L after SP preventive and curative treatment respectively for
T2D. The HOMA-IR in T1D decreased from 7.32 to 4.26 after SP treatment. For T2D, the
HOMA-IR index goes from 6.21 to 4.11 and 4.51 after SP preventive and curative treatment

respectively.

Lipid profile, total cholesterol and triglycerides decreased very significantly after SP
administration (from 1.3 to 0.92 g / L and from 1.54 to 0.7 g / L) in T1D. In T2D, SP
preventive treatment prevented the alteration of lipid profile. Same parameters varied from
(1.5to1g/Landfrom 1.8t00.9 g/L) for the curative treatment in T2D.

Oxidative stress was significantly impaired for both types of diabetes. For T1D, SOD
increased from 30.12 to 57.85 U / mL after SP treatment. While for T2D, SOD increased
from 58.60 to 64.54 U / mL to 60.81 U /mL for SP preventive and curative treatments. Lipid
peroxidation (TBARS) measurement, increased very significantly by 52.32; 38.12%
respectively in T1D and T2D groups respectively. SP curative treatment significantly
decreased the MDA of both types of diabetes. The preventive treatment of SP prevented
increasing TBARS levels.

Histological study, revealed necrobiosis islets of Langerhans in diabetic rats.
Moderate-sized islets with active nucleus cells probably due to pancreatic 3-cells regeneration

after SP administration to diabetic rats.
Spirulina may play a role in carbohydrate homeostasis in diabetic rats.

Key words: Spirulina, diabetes, oxidative stress, Wistar rats.
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INTRODUCTION

Un total de 57 millions de déces dans le monde en 2008 ; 36 millions (63 %) due a des
maladies non transmissibles (MNT), principalement les maladies cardiovasculaires (17
millions de déces, soit 48 % des déces des MNT), le cancer (7,6 millions de déces ou 21 %
des décés MNT), les maladies respiratoires chroniques (4,2 millions) et le diabéte (1,3 million
de déceés) (Alwan et al ., 2010).

Cependant, la prévalence de MNT augmente progressivement et devrait causer pres
des trois quarts des décés que les maladies transmissibles, maternelles, périnatales et
nutritionnelles d'ici 2020, et a les dépasser en tant que maladies mortelles les plus fréquentes
en 2030 (WHO, 2008). La prévalence du diabete dans le monde est estimée a 171 millions en
2000, passant a 382 millions en 2013 et devrait atteindre 592 millions en 2035 (Wild et al.,
2004 ; Lim, 2014). En 2013, pres de 5 millions de personnes sont atteintes de diabéte en
Algérie (OMS). Compte tenu de la prévalence croissante de cette maladie, la recherche de
produits antidiabétiques naturels comme thérapie alternative est un objectif fondamental de

santé publique.

L’hyperglycémie et I’hyperlipidémie sont des facteurs primordiaux dans I’apparition
du diabete et des maladies cardio-vasculaires, caractérisees par des troubles du métabolisme
glucido-lipidique. En dépit de la prédisposition génétique, le développement du diabete est
étroitement lié au mode de vie et aux habitudes alimentaires et augmente avec I'age, l'obésité,

la sur-alimentation et le manque d'activité physique.

Les apports caloriques excessives augmentent la production des radicaux libres
accompagnes des altérations des macromolécules et des anomalies dans la transmission des
signaux cellulaires, ce qui constitue le stress oxydant. Ce dernier favorise le développement
du diabete en perturbant I’insulinosécrétion, en favorisant 1’insulinorésistance et les
complications chroniques qui y sont associées (Cai et al., 2003; Giugliano et Esposito,
2008 ; Bisbal et al., 2010).

La prise en charge médicamenteuse de la pathologie diabétique est, traditionnellement
assurée, en grande partic par I’utilisation de plantes médicinales telles que Zygophyllum
album. Les industriels pharmaceutiques ont réussi a développer tout un arsenal thérapeutique

pour lutter contre cette maladie et tenter de prévenir ses complications (1’insuline et les
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antidiabétiques oraux tels que les biguanides metformine, sulfamides ...). Ces agents ont une
efficacité généralement insuffisante en monothérapie et ont des effets secondaires indésirables
communs : le gain de poids et I'nypoglycemie, le colt parfois éleve. Par conséquent, de
nouvelles thérapies antidiabétiques sont fortement exigées (Ladouari et Harkouk, 2012 ;
Miller et al., 2014).

Partant de cet état de fait, nous avons propose une nouvelle alternative consistant a
administrer une micro-algue bleu-vert « la spiruline » connus pour ses propriétés médicinales,
antioxydantes et nutritionnelles, sa richesse en protéines, en composés phytochimique
bioactifs, tels que les phycobiliprotéines, en composés phénoliques, en flavonoides et en
vitamines bio-chélatés naturelles chez le rat wistar rendu diabétique (Sharma et al., 2007 ;
Nuhu, 2013 ; Vo et al., 2015).

Récemment, plus d’attention a été accordée a I'étude des effets thérapeutiques de la
spiruline sur divers états pathologiques, y compris I’hyperglycémie, I'hyperlipidémie, les
maladies cardiovasculaires, les maladies inflammatoires, le cancer ... (Deng et Chow, 2010 ;
Vo et al., 2015).

Ces dernieres années, il est apparu la notion de nutraceutique, aliments fonctionnels
enrichis en principes actifs ou en produit d’intérét nutritionnel, physiologique, énergétique
thérapeutique considérables. Dans ce sens, nous avons proposé un biscuit enrichi en spiruline
(Plaza et al., 2008 ; Abd El-Baky et al., 2009).

L'utilisation d'antioxydants synthétiques a diminué en raison de leurs activités
soupgonnées en tant que promoteurs cancérigénes ainsi que les additifs alimentaires
synthétiques qui sont rejetés par le consommateur. Actuellement, la recherche d’antioxydants
naturels est fortement demandée pour prévenir la détérioration des aliments et minimiser les
dommages oxydatifs des cellules vivantes, d’une part. D’autre part, les protéines animales ont
une valeur nutritionnelle beaucoup plus intéressante, mais elles sont percues actuellement
comme étant une source de maladies métaboliques et nutritionnelles par leur apport en

matiéres grasses saturées et en cholestérol (Shalaby, 2011 ; Shanab et al., 2011).

C’est pourquoi, actuellement, plus d’intérét a été donné a la consommation de
protéines végétales et 1’utilisation d’antioxydants naturels dont les algues, les céréales et les
Iégumineuses qui sont la source principale pour prévenir la détérioration des aliments et

minimiser les dommages oxydatifs des cellules vivantes.
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La spiruline, trés riche en protéines est un bon exemple de sous-produits d’industrie
agro-alimentaire qui peut étre valorisé et devenir une matiére premiéere importante pour la

préparation de différents produits alimentaires.

Le but de cette étude est d’évaluer I’effet antioxydant de la spiruline in vivo et in vitro
afin de prévenir les troubles du métabolisme glucido-lipidique des rats rendus diabétiques par

I’alloxane et le fructose et la conception d’un nutraceutique dont les objectifs sont :

- Etude in vitro, un screening phytochimique et 1’activité antioxydante de la spiruline.

- Etude des effets antihyperglycémiques, antihyperlipidémiques et antioxydants de la
spiruline sur un modele animal (rat wistar) rendu diabétique.

- Evaluation des parametres biochimiques et ceux du stress oxydant au niveau sérique
avant et apres le traitement.

- Estimation des parametres biochimiques et antioxydants sériques apres un arrét de
traitement.

- Etude histologique du pancréas, du foie et des reins des rats.

- Conception d’un nutraceutique « le biscuit » par l'incorporation de Spirulina platensis
cultivée a I’échelle pilote a différentes doses dans une farine a tendance biscuitiére.

- Etude biochimique et technologique des différents mélanges farine/spiruline et analyse

physique et sensorielle des biscuits préparés.
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I.1. ETUDE DE LA SPIRULINE

Les cyanobactéries, appelées aussi algues bleues vertes sont des bactéries Gram qui se
répartissent en 150 genres regroupant 2000 espéces, d’un diamétre compris entre 3 et 10 um
et peuvent se retrouver sous forme unicellulaire, filamenteuse ou en colonies (Chorus et
Bartram, 1999 ; Duy et al., 2000; AFSSA-AFSSET, 2006).

En 1940, et pour la premiere fois au Tchad, la spiruline (Arthrospira) a été décrite par
Dangeard comme étant une cyanobactérie. Cett derniére, est un organisme photosynthétique
poussant naturellement dans des eaux alcalines, des zones tropicales et subtropicales. Elle est
largement utilise comme complément alimentaire en raison de son contenu riche en protéines
et en pigments (Vonshak, 1997; Gershwin et Belay, 2008; Nuhu, 2013).

Beaucoup de micro-algues sont considérées comme des excellentes sources de
composés biologiquement et pharmacologiquement actifs. A part le contenu en protéines de
bonne qualité, elles contiennent des acides aminés essentiels, des fibres, des acides gras
essentiels, des minéraux, des vitamines et des composés phénoliques (Smith et Doan, 1999 ;
Misurcova, 2011; Machu et al., 2015).

Les algues sont de plus en plus utilisées en médecine, en pharmacie et dans l'industrie
alimentaire dans le monde. Ces derniéres présenent une grande proportion d’acides gras (®-3)
qui agissent contre l'athérosclérose, I'hypertension, les maladies inflammatoires, la fibrose
kystique, ... (Gamal, 2010 ; Gupta et Abu-Ghannam, 2011 ; Moulis et al., 2012).

1.1.1. Définition

La spiruline est une cyanobactérie photosynthetique, filamenteuses, non différenciée,
multicellulaires et qui poussent naturellement dans les climats chauds. Elle se trouve dans une
variété d'environnements: terre, sable, marais, eau saumatre, eau de mer et I'eau douce
(Sanchez et al., 2003 ; Charlemagne, 2008 ; Al-Dhabi, 2013).

Parmi les myriades de cyanobactéries, on distigue, Arthrospira platensis dont
I’appellation courante et commerciale est « la spiruline ». C’est une microalgue caractérisee
par un taux de croissance cellulaire élevéee, une facilité de récolte et une demande potentielle
comme complément alimentaire a consommation humaine et animale (Mao et al., 2005 ;
Gupta et al., 2010 ; Coca et al., 2014).
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1.1.2. Morphologie

La spiruline est une microalgue bleue verte, symbiotique a trichomes cylindriques
multicellulaires disposées en filaments hélicoidales, composés de cellules végétatives. Les
trichomes ont une longueur de 50 a 500 mm et une largeur de 3 & 4 mm avec une surface lisse
et sans couverture, donc facilement digestibles par des systemes enzymatiques simples. Trois
principales formes de souche d'Arthrospira spirale, droite et ondulée ont été identifiées dans
différentes conditions de culture (Tomaselli, 1997; Vo et al., 2015) (Figure 1).

Figure 1: Morphologie de la spiruline (Ciferri, 1983)

(A) Axénique (culture exempte de tous germes saprophytes ou pathogénes) Spirulina platensis (SP) sous
microscope optique (X400). (B) Trichome d’axénique SP sous micrographie électronique de numérisation. (C)
Une partie d'un trichome de SP axénique sous micrographie électronique & balayage. (D) Trichomes non
axéniques de Spirulina maxima sous micrographie électronique de numérisation.

1.1.3. Classification

La classification systématique de la spiruline a été étudiée par plusieurs auteurs depuis

1917 par Gardner. Cette algue est classée comme suit (Manet, 2016):

Régne : Monera Famille : Oscillatoriaceae
Phylum : Cyanophyta Sous régne : Procaryota

Ordre : Nostocales Classe : Cyanophyceae

Il exsiste plus de 15 espéces de spiruline en fonction de leur lieu de découverte, parmi
lesquelles deux sont les plus fortement étudiées, comestibles avec un potentiel nutritionnel et

thérapeutique élevé (Khan et al., 2005; Gershwin et Belay, 2008) :

v' Spirulina platensis (Arthrospira platensis) originaire du Tchad.

v’ Spirulina maxima (Arthrospira maxima) originaire du Mexique.
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Le genre Arthrospira est utilisé pour la forme d’algue a parois visiblement cloisonnée
et celui de la spiruline pour celles a cloisons invisibles, mais en 1932, les deux genres ont été
unifiées sous le nom de Spirulina se fondant uniquement sur la base de leur forme hélicoidale

malgré leurs différences morphologiques (Gardner, 1917 ; Mishra et al., 2013).
1.1.4. Réle nutritionnel

La spiruline est proposée comme aliment depuis des siécles en Afrique centrale.
Actuellement, elle est largement utilisée comme complément alimentaire pour lutter contre la
famine, la malnutrition et ’anémie dans le monde, dans l'alimentation animale et I’industrie
pharmaceutique. Le rdle nutritionnel de la spiruline est di a sa composition biochimique
intéressante en macromélécules, minéraux et vitamines et pigments (Koru, 2009 ; Pasquet et
al., 2011; Madkour et al., 2012 ; Nuhu, 2013 ; Vo et al., 2015), (Tableau 1).

- Les macromolécules

Arthrospira est parmi les sources les plus riches en protéines avec un pourcentage qui
varie entre 60 et 70% en poids sec, en comparaison avec les protéines de la viande, des ceufs
et du lait. Les protéines de la spiruline sont riches en acides aminés essentiels et plus facile a
digérer que d’autres compléments alimentaires. Le taux de digestibilité de cette algue est de
I’ordre de 83 a 90% du a I’absence d’épaisses parois cellulosiques protégeant les cellules
algales (Charpy et al., 2008 ; Chu et al., 2010 ; Vo et al., 2015).

La teneur en lipides totaux dans la spiruline varie de 6,4 a 14,3 % en poids sec. Elle est
riche en acides gras essentiels dont 1,5 a 2% d'acides gras polyinsaturés (y-linolénique) et 5 a
6% des sulfo-lipidiques (D’Oca et al ., 2011 ; Habib et al., 2008). Cette algue contient
environ 13,5% de glucides composé principalement de glucose, le rhamnose, le mannose, le
xylose, le galactose (Habib et al., 2008 ; Koru, 2009).

- Les minéraux et les pigments

Tous les minéraux essentiels (=7%) sont disponibles dans la spiruline. Cette
microalgue a attiré l'attention par sa capacité a stimuler l'absorption des minéraux par ses
effets sur la microflore intestinale (Vo et al., 2015). Ainsi que des pigments particulierement
la C-phycocyanine et les caroténiodes, les échinénones, les myxoxanthophylles, les
canthaxanthines, les diatoxanthines, les 3-hydroxyechinenones et les B-cryptoxanthines. Ces
pigments sont d’excellents piégeurs de radicaux libres, d’une part, et peuvent étre utilisé
comme colorant de produits alimentaires, d’autre part (Shanab et al., 2012 ; Cuellar-
Bermudez et al., 2015).
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Tableau 1: Composition biochimique de la spiruline (Gershwin et Belay, 2008)

Composition Par 100 g Composition Par 100 g
1. Macronutriments 2. Vitamines
Calories 373 Vitamine A (100% B-caroténe) | 352.000 IU
Lipides totaux 43¢ Vitamine K 1090 mcg
Gras saturés 1,95¢g Thiamine HCI ( Vitamine B1) | 0,5mg
Gras polyinsaturés 1,93 g Riboflavine (Vitamine B2) 4,53 mg
Gras monoinsaturés 0,26 ¢ Niacine (Vitamine B3) 14,9 mg
Choléstérol <0,1 mg | Vitamine B6 (Pyridox HCI) 0,96 mg
Glucides totaux 17,8 ¢g Vitamine B12 162 mcg
Fibres 7,79
Sucres 1,39
Lactose <0,1g
Protéine 639
Acides aminés essentiels (mg) 3. Minéraux
Histidine 1000 Calicium 468 mg
Isoleucine 3500 Fer 87,4 mg
Leucine 5380 Phosphore 961 mg
Lysine 2960 lode 142 mcg
Methionine 1170 Magnésium 319 mg
Phenylalanine 2750 Zinc 1,45 mg
Threonine 2860 Selinium 25.5 mcg
Tryptophane 1090 Cuivre 0,47 mg
Valine 3940 Manganése 3,26 mg
Chrome <400 mcg
Potassium 1,660 mg
Sodium 641 mg
Acides aminés non essentiels (mg) 4. Les phytonutriments
Alanine 4590 Phycocyanines 17,2 %
Arginine 4310 Chlorophyll 1,2 %
Acide aspartique 5990 Superoxyde dismutase (SOD) | 531,000 IU
Cystine 590 Acide v- linolenique (GLA) 1080 mg
Acide glutamique 9130 caroténoides totales 504 mg
Glycine 3130 B-caroténe 211 mg
Proline 2380 Zeaxanthine 101 mg
Serine 2760
Tyrosine 2500
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1.1.5. Réle thérapeutique

Des études approfondies ont été consacrées a I'évaluation des avantages thérapeutiques
de la spiruline sur un éventail de maladies : le diabete, les maladies cardiovasculaires et
inflammatoires, le cancer et les infections virales et bactériennes, I'hypertension et I'anémie
(Juarez-Oropeza et al., 2009; Shalaby, 2011 ; Al-Dhabi, 2013).

1.1.5.1. Activité antioxydante et anti-inflamatoire

Bien que I’activité antioxydante des composés phénoliques en biologie est bien
connue, les caractéristiques antioxydantes des algues restent limitées. La spiruline est connue
par sa composition en divers antioxydants non enzymatiques et enzymatiques. L'activité
antioxydante de cette algue est prouvee par des dosages chimiques de piégeage de radicaux
libres et biochimiques sériques et/ou histologiques (Chopra et Bishnoi, 2008 ; Chu et al.,
2010 ; Oztiirk tirek et Tarhan, 2012) :

v’ Les antioxydants non enzymatiques : la phycocyanine, la chlorophylle, les caroténoides
totaux, la B-caroténe, le tocophérol, 1'acide y-linolénique et les composés phénoliques.

v’ Les antioxydants enzymatiques : le fer-superoxyde dismutase (FeSOD) et l'ascorbate
dépendant peroxydase (AsA-POD), et la peroxydation lipidique (POL).

Une forte activité anti-inflammatoire est prouvée par la spiruline en inhibant la
formation de cytokines pro-inflammatoires, supprimant 1’expression de cyclo-oxygeanase-2 et

diminue la production de prostaglandine E (Cherng et al., 2007 ; Shalaby et al., 2011).
1.1.5.2. Activité antidiabétique

Le diabete sucré provoque de multitudes problemes de santé, accompagné de
perturbations des métabolismes : glucidiques, protéiques et lipidiques, et conduisent a
I'hyperlipidémie, aux maladies cardiaques et I'insuffisance rénale (Latha et Daisy, 2011). Les
phycocyanines et les composes phénoliques de spiruline ont des activités antidiabétiques par
la réduction de la concentration du glucose sérique et augmente probablement les niveaux
d'insuline des rats diabétiques de type 1 (Li et al., 2009 ; Thomas et Kim, 2011).

Plusieurs essais cliniques ont été effectués pour évaluer l'activité hypolipidémiante de
la spiruline sur deux populations: saines et diabétiques. La prise de cette algue réduit
significativement le cholestérol total, le triglycéride et le LDL-c et augmente légérement le
taux de HDL-c. En outre, les pressions artérielles systoliques et diastoliques ont été réduites

de maniere significative (Kim et Kim, 2005 ; Riss et al., 2007 ; Kamalpreet et al ., 2008).
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1.1.5.3. Autres roles de la spiruline

Des études ont montré que les composés phénoliques de la spiruline ou ses extraits,
ont des fonctions anti-tumorales et anti-cancéreuses. Une régression significative de la tumeur
est obtenue par injection intraveineuse de radachlorin, un photosensibilisateur de chlore
dérivé de chlorophylle (a) de spiruline (Akao et al., 2009; Shanab et al., 2012 ; Kawanishi
et al., 2013).

La propriété antivirale de la spiruline est attribuée, en générale, a sa richesse en
pricipes actifs. Les extraits cette algue jouent un réle antiviral contre les différents virus
enveloppés (tels que le virus de Herpes simplex de type 1, de la rougeole, de la grippe, de
VIH-I, de VIH / Sida, le cytomégalovirus humain et contre le HSV-1 (Khan et al., 2005 ;
Rechter et al., 2006 ; Shalaby et al., 2010 ; Thomas et Kim, 2011 ; Abdo et al., 2012).

Les phycobiliprotéines et les composés phénoliques de la spiruline ont montré une
activité antibactérienne contre certaines bactéries résistantes aux médicaments : Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, six souches de Vibrio, Candida
glabrata et Aspergillus flavus et antifongique contre Candida glabrata et Aspergillus flavus
(Sarada et al., 2011 ; Kokou et al., 2012 ; Duda-Chodak, 2013).

En plus de son effet anti-allergique et anti-vieillissement, la spiruline réduit les lésions
cérébrales ischémiques et prévient les dommages squelettiques induits par un stress oxydatif
(Wang et al., 2005 ; Lu et al., 2006 ; Thomas et Kim, 2011).

La spiruline, en plus de ses effets néphroprotecteurs, radioprotecteurs et
neuroprotecteurs contre les radicaux libres, empéche ou retarde la mort cellulaire par nécrose
en utilisant 1’extrait aqueux de cette derniére. Cette microalgue a des effets protecteurs contre
le stress provoqué par certains métaux lourds (Chu et al., 2010 ; Tobon-Velasco et al.,
2013 ; Balaji et al., 2015).

1.1.6. Culture et toxicité de la spiruline

La premiére culture artisanale de spiruline revient a Fox en 1973 en Inde. Cette
microalgue se développe chaque jour de 25% et sa quantité double en 4 jours par une
reproduction végétative (asexuée) type scission simple, fission binaire ou multiple, par
bourgeonnement ou fragmentation au hasard. Les étapes de son cycle de vie sont la
fragmentation des trichomes, I’¢largisseement et la maturation des cellules, la division de ses

derniers en filaments et transformation en forme hélicoidale (Cruchot, 2008 ; Manet, 2016).
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Plus de 22 pays ont produit environ 5.000 tonnes de spiruline en 2013. Cette
production a doublé en 8 ans. En dehors de la culture de cette algue dans des lacs ou elle
pousse naturellement, elle peut étre produite en grandes quantités dans des bassins en
respectant les conditions de production et de croissance qui dépend du type et la concentration
de nutriments, la température (30£2°C), la lumiere (= 2500 Lux, 12h/12h) et I’agitation avec
un pH élevé de 8,5 a 10 qui inhibe la contamination de celle-ci par la plupart de certaines
algues dans la culture (Oztiirk trek et Tarhan, 2012 ; Morin, 2014 ; Aouir et al., 2017).

L’Algérie représente une ressource naturelle qui contribue a la valorisation et au
développement des cultures de spiruline par son climat. Le sud algérien, particuliérement
Tamanrasset et Ouargla, a un climat sec et chaud favorable pour la culture de cette algue
(Jarisoa, 2005 ; Djaghoubi et al., 2015). La recolte de la spiruline passe par la filtration par
une toile, le lavage, 1’essorage, le séchage et finalement le conditionnement et la conservation
(Lounici, 2010 ; Jourdan, 2011). La spiruline ne présente aucun risque de toxicité ni
d’effets secondaires, méme si les doses administrées sont supérieures a celles recommandées
pour la consommation humaine. Bien que cette algue ne contienne pas de toxines ni de
métaux lourds, les contaminations par le milieu extérieur sont possibles. De faibles
concentrations en métaux lourds ont été découvertes dans la spiruline cultivée avec l'eau
courante. La consommation d'une telle algue peut conduire a des effets toxiques ; pour cela

I’eau utilisée pour la culture doit étre contrdlée (Cevallos et al., 2008 ; Vo et al., 2015).
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1.2. L’OXYDATION, LES ANTIOXYDANTS ET LE STRESS OXYDATIF

1.2.1. L’oxydation

L’oxydation, qui est 1’une des plus importantes manifestations dues aux radicaux
libres, est a I’origine du vieillissement des produits alimentaires et cosmétiques, des tissus
biologiques et des organismes. Les dégradations oxydatives affectent les qualités
nutritionnelles et sensorielles des constituants alimentaires et peuvent avoir des répercussions
sur la santé du consommateur par des implications toxicologiques et pathologiques (Berset,
2006 ; lazzourene, 2015).

Les radicaux libres sont des espéces avec un ou plusieurs électrons non appariés
produits spontanément par 1’organisme. Ces électrons se traduisent par des espéces hautement
réactives. Les radicaux libres ont deux grandes classes de réactions : des transferts d'électrons
et des réactions d'addition qui peuvent étre classées comme réducteurs (donneur d’éléctrons)

ou oxydants (accpteur d’électrons) (Buettner et Schafer, 2000).

Bien que les radicaux libres (RD) sont utiles dans 1’organisme, ils sont toxiques
lorsqu'ils sont générés en exces. En plus des altérations des protéines, des acides nucléiques,
ces derniers provoquent la peroxydation lipidiques, les Iésions tissulaires, le stress oxydant, le
vieillissement cellulaire acceleré et le développement de nombreuses pathologies par
conséquence. Si la production de RD est trés importante, 1’apoptose déclanche, par
altérération irréversible des processus cellulaires vitaux entrainant la nécrose cellulaire.
Ordinairement, le niveau de RD dans I’organisme vivant est contr6lé par un ensemble
complexe d’antioxydant. Ce qui minimise les dommages oxydatifs des biomolécules, prévient
la formation radicalaire et limite les Iésions tissulaires résultantes (Halliwell, 2006; Jenkins
et al., 2007 ; Duragkova, 2008 ; Machu et al., 2015).

1.2.2. Les antioxydants

Les antioxydants sont des éléments capteurs de radicaux libres, par plusieurs mécanismes tels

que mentionnés par Berset, (2006), Duratkova, (2008) ; lazzourene (2015) :

v La neutralisation des radicaux libres,

v' L’abaissement de la pression partielle en oxygéne et chélates les métaux de transition,

v’ La désactivation des espéces réactives a I’oxygene et la déstruction des hydroperoxydes,
v’ L’inactivation des enzymes de peroxydation lipidique,

v’ La dismutation de I’ion superoxyde par les superoxydes dismutases (SOD),

11
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v' Agissant sur les peroxydes par la catalase et les glutathions peroxydases,

v/ La protection des protéines a fonction thiol par la thiorédoxine.

En plus des propriétés antiradicalaires des antioxydants, ces derniers jouent d’autres
réles biochimiques et biologiques interessant (Nicolosi et al., 1999 ; Vivekananthan, 2003 ;
Delattre et al., 2005) tels que:

v’ Le recyclage de la vitamine E et le glutathion par la vitamine C,

v La prévention des effets toxiques des radicaux libres et le maintien de la SOD par le zinc,
v La prévention de I’oxydation des LDL, I’athérosclérose et les maladies cardiovasculaires,
v" Le contr6le du taux de radicaux libres en captant I’oxygene singulet par les -caroténes,

v Les activités antibactériennes, antifongiques, antitumorales et anti-inflammatoires... des

antioxydants naturels.

+ Evaluation de I’activité antioxydante et antiradicalaire

L’activité antioxydante, est I’aptitude d’une molécule ou d’un extrait naturel a piéger
les radicaux libres par transfert d’¢lectrons et/ou de protons issus de phénomenes
d’oxydations (Prior et al., 2005). Les tests les plus utilisés pour 1’évaluation de cette
derniere sont: le test DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle), le test ABTS (I’acide 2,2’-
azynobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic) et le pouvoir réducteur in vitro d’une part, et la

mesure de taux d’antioxydants enzymatiques SOD, GPx, GRx, TAS, in vivo d’autre part.
+ Classification des antioxydants

Les systéemes antioxydants sont soit des molécules capteurs des espéeces réactives de
I’oxygene (ERO), soit des systemes enzymatiques catalysant la conversion des molécules
prooxydantes (Salvayre et Salvayre, 2005). La classification des antioxydants est montrée

dans la figure 2.
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BHT ou E321: Butylhydroxytoluéne,
BHA ou E320: Butylhydroxyanisole,
TBHQ: TI’hydroquinone de butyle
tertiaire et le PG : Gallate de propyle (1).

/I A. synthétiques
Selon la nature
N\

chimique des A A. Naturels

%l Non enzymatiques

Vitamine E, Vitamine C, caroténoides,
les composés végétaux (les huiles
essentielles), les composés phenoliques :

acides phénoliques, les flavonoides...(2)

Les 4 protéiques

Non enzymatiques

antioxydants

La transferrine, 1’apotransferrine, la

ceruloplasmine et I’albumine ...(3)

LS Enzymatiques

Gluthation peroxydase (GPy),

$ Superoxyde dismutase (SOD), la

catalase et la thioredoxine (TRX) (3).

Groupe |

Selon le mécanisme

d’action des A

Les A primaires ou piégeur des radicaux

libres: les composés phénoliques (5).

Groupe 11

Figure 2: Classification des antioxydants

Les A secondaires ou préventifs : les
chélateurs de métaux pro-oxydatifs, les
désactivateurs de I’oxygene singlet, les
piégeurs de la molécule d’oxygéne,
inhibiteurs des enzymes pro

destructeurs des hydroperoxides, ... (1).

(1) lazzourene, (2015), (2) : Schafer et Buettner, (1999) ; Pelli et Lyly, (2003); Neve,
(2002); Berset, (2006); Perez-Bonilla et al., (2006) ; Machu et al., (2015) ; Manach et al.,
(2004), (3) : Beaudeux et al., 2000; Duragkova, 2008; Menvielle-Bourg (2005) ; Thérond
et Bennefont, (2006).(5) : Frankel et Meyer, (2000). A : antioxydant.
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1.2.3. Le stress oxydatif

1.2.3.1. Définition

Le stress oxydatif ou stress oxydant (SO) se définit comme étant un déséquilibre de la
balance entre les radicaux libres pro-oxydants (ERO) et les antioxydants en faveur des
premiers. Ces derniers sont des molécules chimiques possédant un ou plusieurs électrons
célibataires, trés réactivité et toxiques. lls sont produites en permanence par 1’organisme mais
un systeme efficace de défenses antioxydant permet de réguler cette production afin de
prévenir tout altération cellulaire excessif (Pincemail et al., 2002 ; Favier, 2003 ; Barouki,
2006 ; Vazquez-Velasco et al., 2014).

1.2.3.2. Origine du stress oxydatif

La mitochondrie représente le site majeur de production cellulaire d’ERO. En effet,
une proportion de 1’oxygene échappe a la réduction compléte en H,O et subit une réduction
monoélectronique pour donner naissance a 1’anion superoxyde (0O2°) précurseur des ERO

(Gardés-Albert et al., 2003 ; Carriére et al., 2006).

La phagocytose des bactéries et parasites par les macrophages ou les polynucléaires et
certains facteurs environnementaux tels que les métaux lourds, 1’irradiation, le tabac, 1’alcool
et méme certains médicaments peuvent contribuer a la formation d’entités radicalaires

(Favier, 2003). L’anion superoxyde est le premier radical libre formé, le superoxyde

dismutase (SOD) catalyse la réaction de dismutation de 1’0", en H,O,, puis en H,O et O, par
la catalase (CAT) ou la glutathion peroxydase (GPx). L’oxyde glutathion (GPx) et la
glutathion réductase (GRx) complete le cycle de glutathion par la réduction de glutathion

oxyde (Codorfier-Franch et al., 2011 ; Vazquez-Velasco et al., 2014).
1.2.3.3. Pathologies liées au stress oxydatif

Le SO détruit toutes les macromolécules cellulaires aboutissant & une série d'oxydation
et d’inflamation cellulaires et pres de 200 maladies: le diabéte sucré, la péroxydation
lipidique et lipoprotéinique, les maladies cardiovasculaires, I'hypertension, le cancer,
I'nyperoxalurie, les maladies neuro-degénératives, le vieillissement, .... La plupart des
maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec l'age car, le vieillissement diminue
les défenses antioxydantes et augmente la production mitochondriale des radicaux libres. Le
déséquilibre ne peut étre combattu qu'en complétant les enzymes antioxydantes naturelles
défensives (Valko et al., 2007 ; Rop et al., 2012 ; Machu et al., 2015 ; Srivastava et al.,
2017).
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% Le diabeéte et le stress oxydant

Le diabeéte sucré s’accompagne d’un stress oxydant et d’une production de radicaux
libres par divers mécanismes. Ce stress se trouve impliqué dans 1’aggravation de la maladie
ainsi que dans I’apparition des complications chroniques liées au diabéte. Le role pathogéne
de radicaux libres sur les cellules B a souvent été évoqué car, ces dernieres ont des défenses

limitées face au stress (Rigalleau et al., 2007).

En plus des radicaux libres, les ERO, conduisent a 1’apoptose des cellules B pancréatiques
perturbant la sécrétion de I’insuline dans le diabete de type 2 (Bonnefont-Rousselot et al.,
2004 ; Guillausseau et al., 2008) par :

- La diminution du rapport ATP/ADP intracytosolique,
- L’hyperpolarisation anormale de la membrane mitochondriale
- La surexpression du complexe I de la chaine respiratoire

Il semble aussi que les radicaux libres produits, sont excessivement ou insuffisamment
dégradés au cours du diabete, et participent dans & I’aggravation de 1’insulinorésistance
(Barguissau et Morio, 2011) (Figure 3).

4+ ESPECES REACTIVES DE L"OXYGENE

BAISSE DES DEFENSES OXYDATION DES PROTEINES, DES
ANTL-OXYD ANTES LIPIDES ET DES ACIDES NUCLEIOUES

MODIFICATION DES MOLECULES DE
/ LA MATRICE EXTRA-CELLULAIRE
/ STRESS OXYDANT
ATT0-OXYDATION VOIE
DUGLICOSE MITOCHONDRIALE FORMATION DE PRODUITS DE

GLYCATION AVANCES (AGE)

VOIE DES ACTVATION DES NAD(P)H
POLYOL 5\ OXYDASES VASCULATRES
T

-------------- > DIABETE : 4 GLUCOSE - ———————————————

DETERIORATION
DEL’ACTION DL
L'INSULINE

DEFAUT
D'UTILISATION
DU GLUCOSE

Figure 3: Relation entre I'hyperglycémie et le stress oxydant (Bonnefont-Rousselot et al.,
2004)
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1.3. ETUDE DU DIABETE SUCRE

Le diabéte est une maladie menace la santé publique et affecte environ 15 millions de
personnes dans le monde avec des complications d’’hypertension, d'athérosclérose et des
troubles de microcirculation. I est classé le 7°™ dans le monde, parmi les principales causes
de décés et le 3°™ lorsque ses complications sont prises en compte (Ogbonnia et al., 2008 ;
Edem, 2009 ; Saha et al., 2012).

1.3.1. Historique

Le diabéte occupe une place particuliére dans I’histoire de la médecine et passe par les

étapes suivantes :

1. Le diabéte, en grec « dia-baino », signifie passer au travers. Il est attribué a Demetrios
d’Apnée ou les malades semblaient uriner aussitot ce qu'ils venaient de boire, comme s'ils
étaient "traversés par lI'eau™ sans pouvoir se retenir (Reginer, 1999).

2. Au 16°™- 17°™ siecle, Thomas Willis décrivit que l'urine diabétique était sucrée
comme si elle était imprégnée de miel d’ou son nom diabéte mellitus. En 1848, Claude
Bernard démontre la fonction glycogénique du foie. En 1879, Emile Lancereaux distingue,
les deux types de diabete 1 et 2 et en 1886, Oscar Minkowski et Joseph Von Mehring
découvrent le réle du pancréas, ils ont noté qu'en enlevant le pancréas des chiens, ceux-ci
devenaient diabétiques (Langlois, 2008).

3. En 1921, la découverte de I’hormone pancréatique hypoglycémiante « pancréine »
puis « I’insuline ». En 1922, pour la premiére fois, l'insuline fut injectée et sauva la vie
d’un gargon de 14 ans en état de mort. Depuis ce jour, le traitement par cette hormone est
utilisé pour contréler le diabete et les problemes d'acidocétose et de coma diabétique
(Banting et al., 1922).

4. Les mécanismes conduisant aux différentes formes de la maladie commencent & étre
préciser & partir du 20°™
I’insuline (Berson et Yalow, 1959 ; Gepts, 1965).

5. En 1976, Cudworth et Woodrow, montrent que la prédisposition génétique du

siécle, par la méthode de radio-immunologie et le dosage de

diabete de type 1 est sous la dépendance des genes d’histocompatibilité.

Enfin, le monde médical s’est apergu qu'il fallait normaliser la glycémie chez tout

patient diabétique pour éviter les complications de cette maladie a long terme.
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1.3.2. Définition

Le diabéte sucré est définie comme un trouble endocrinien qui affecte I'homéostasie du
glucose. Cette maladie est caractérisée par une hyperglycémie complexe, caractérisee par une
déficience de sécrétion et/ou d’anomalie de 1’action de I’insuline sur les tissus cibles. En
pratique, on distingue le diabéte de type 1 et 2. Ainsi, selon (HAS - Haute Autorité de Santé;
Latha et Daisy, 2011 ; Rama et al., 2012 ; Gandhi et al., 2013) on distingue :

- Les sujets normaux : 0,7 g/L<glycémie< 1,10 g/L a jeun ou < 1,40 g/L apres un repas,
- Les sujets hyperglycémiques non diabétiques : 1,10 g/L <glycémie < 1,25 g/L a jeun,
- Les sujets diabétiques : glycémie a a jeun> 1,26 g/L, ou > a 2 g/L a la 2°™ heure de

I'nyperglycémie provoquée par voie orale,

e Pour le diabéte de type 1 : au moins quatre tests par jour. Les objectifs glycémiques

sont fixés entre 0,70 et 1,20 g/L avant le repas et > 1,60 g/L en post-prandiale.

e Pour le diabéte de type 2 : dans tous les cas, les objectifs glycémiques sont fixés

entre 0,70 et 1,20 g/L avant les repas et 1,80 g/L en post-prandiale.

- Les intolérants au glucose : 1,40 g/L <glycémie <2 g/L a la 2°™ heure de I'hyperglycémie

provoquée par voie orale.

Le diabéte peut étre induit par des produits chimiques : l'alloxane monohydraté, la
streptozotocine, le dexaméthasone chez les animaux. L’alloxane est un béta-cytotoxine
endommageant les cellules B des Tlots de Langerhans, sécrétant l'insuline du pancréas
(Shalam et al., 2006 ; Bakirel et al., 2008 ; Gupta et al., 2010).

1.3.3. Classification
e Diabéte insulino-dépendant

On I’appelle aussi diabéte de type 1, diabéte juvénile ou maigre. Il touche environ 10%
de personnes. Ce diabete survient lorsque les cellules béta (B) d’ilots de Langerhans du
pancréas productrices d’insuline sont détruites par le systéme immunitaire de 1’organisme: on
parle de maladie auto-immune. Dans ce cas, la sécrétion d’insuline étant insuffisante et la
régulation de glycémie n’est plus assurée. Les patients atteints du diabéte de type 1 sont
dépendants de I'insuline exogene pour maintenir la glycémie a un niveau normal (Boitard et
al., 2005 ; Shokeen et al., 2008 ; Gariani et al., 2009 ; Moura et al., 2011).
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L'hyperglycémie apparait lorsqu'il ne reste plus que 10 a 20% de cellules B
fonctionnelles. Le processus auto-immun responsable d'une « insulite » pancréatique se
déroule sur de nombreuses années (5 a 10 ans, voire plus, avant I'apparition du diabéte). Cette
réaction est d’origine génétique et peut étre dépistée avant I'apparition de I'nyperglycémie par

des dosages sanguins d'auto-anticorps (Langlois, 2008).

e Diabéte non-insulino-dépendant

Appelé aussi, diabete de type 2 ou gras touchant particulierement les adultes et
représente 85% a 90% des diabetes rencontrés dans le monde. Il se fait plus lentement et
intervient plus tard dans la vie de 1’étre humain, que le diabéte de type 1. C’est une pathologie
qui implique le développement progressif de la résistance a l'insuline hépatique et
périphérique (muscles et les tissus adipeux) accompagnés d'une sécrétion d'insuline
défectueuse et une hyperglycémie (Cheng, 2005 ; Moura et al., 2011 ; OMS, 2013 ; IDF,
2013).

L'insulino-déficience, responsable de I'hyperglycémie de diabete de type 2, est
précédée par 10 a 20 ans dhypersécrétion insulinique (hyperinsulinisme) a une insulino-
résistance des tissus périphériques. Le pancréas secréte davantage l'insuline pour compenser
le manque. Ce phénomene est suivi par un dysfonctionnement progressif des cellules
pancréatiques qui ne parviennent pas a maintenir cette compensation, étape a laquelle le

patient nécessite un traitement a l'insuline (Cerasi, 2000 ; DeFronzo, 2004 ; Langlois, 2008).

En dépit de la prédisposition génétique, le risque de développer le diabéte de type 2
chez I'nomme augmente avec I'age, l'obésité, les maladies cardiovasculaires, la sur-
alimentation excessive de graisses saturées, de sucres rapides et le manque d'activité physique
(Ramarao et Kaul, 1999 ; Davidson, 2003 ; Cheng, 2005).

e Autres types de diabétes
Il existe selon (Tremoliére et al., 1971 ; Pacoud,1995 ; Richard, 1999 ; OMS, 2013) ;

- Le diabete, dit secondaire, d0 & une mutation d’ ADN mitochondriale (Bllinger-Wallace).

- Le diabéte rénal : lié a un defaut de réabsorption du glucose par les reins connu par une
glycosurie sans hyperglycémie.
- Le diabete gestationnel touche les femmes enceintes, il est généralement transitoire et

disparait dans les six semaines qui suivent I’accouchement.
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1.3.4. Complications

Le diabéte sucré est une maladie multifactorielle et prédispose les patients a des
complications aigues d’hyperglycémie et d’hypoglycémie. Elles deviennent chroniques apres
un certain temps et sont exprimées par des effets néfastes sur les reins (néphropathie), les
yeux (rétinopathie), le systéme neurologique (neuropathie), le cceur (infarctus) et les
vaisseaux sanguins (hypertension, artériosclérose, etc.) (Latha et Daisy, 2011;
Dharmalingam, 2014 ; Miller et al., 2014).

1.3.4.1. Métabolisme glucidique et le diabéte

Le diabéte implique des altérations du métabolisme glucidique (Spadella et al., 2005 ;
Knop et al., 2007; Soussi et al., 2009 ; Latha et Daisy, 2011) par :

v’ Les déficiences relatives ou absolues de la sécrétion d'insuline (diabéte de type 1),
v’ Les récepteurs périphériques d'insuline perdant la sensibilité normale (diabete de type 2),

v ou la réduction de I’effet de I’incrétine (hormone stimulateur de la sécrétion de 1’insuline)

L’hyperglycémie provoque le coma acido-cétosique en cas de déficit sévere en
insuline. La polyurie et la soif intense ou la-polydipsie, la perte de poids, les nausées, les
vomissements et la déshydratation constante sont diagnostiqués. Le traitement fait appel a la

réhydratation, l'alcalinisation et I'insulinothérapie intraveineuse continue.

L’hypoglycémie est une complication fréquente dans le DT1, due a une inadéquation
entre le régime alimentaire, l'activité physique et la dose d'insuline. Dans le DT2, il s'agit
d'interactions médicamenteuses avec un hypoglycémiant par exemple. Le traitement de
I'nypoglycémie repose sur I'administration de sucre sous différentes formes. Elle provoge une

vision embrouillée et une faiblesse musculaire (Kameswara et al., 2001 ; Simontta, 2006).

1.3.4.2. Insulinorésistance

L’insulinorésistance (IR) se definit comme I’incapacité de I’insuline a stimuler le
métabolisme des tissus cible en particulier ceux du foie, des muscles squelettiques et des
tissus adipeux (Girard, 2008). Ce phénomene se traduit par une inhibition de la production
hépatique du glucose, et de la lipolyse dans le tissu adipeux et par une diminution de la

captation de glucose par le muscle squelettique (Barquissau et Morio, 2011).

Le mécanisme de D’insulinorésistance fait intervenir de concentrations elevées en

acides gras libérés, en circulation, du tissu adipeux et I’accumulation intramusculaire
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importante de métabolites de ses derniers. Les acides gras sont ensuite oxydés induisant la
phosphorylation des acides aminés dans les tissus périphériques. Ces phénomeénes ainsi que
d’autres, diminuent I’efficacité de I’insuline en empéchant le glucose circulant d’entrer dans
les cellules (Shulman, 2000 ; Krebs et Roden, 2005 ; Schinner et al., 2005).

L’incapacité des tissus adipeux a stocker I’excés de 1’apport calorifique provoque une
résistance au signal insulinique, une lipogenése et un bloquage de I’effet anti-lipolytique de
I’insuline, ce qui se traduit par une augmentation des acides gras libres (AGL) circulants dans
le sang. Les AGL, en exces, sont alors stockés dans d’autres sites (le muscle, le foie et le tissu

adipeux péri-viscéral) ou leur dépét altére le fonctionnement du pancréas (Verges, 2007).

Le pancréas est une glande amphicrine d’aspect lobulé de couleur jaune pale, et de
poids oscillant chez 1’adulte entre 60 et 125 g. Sa longueur varie de 12 a 15 cm, constituee
d’une glande endocrine (les ilots de Langerhans) entourée par des glandes exocrines (1’acinus
pancréatique). L’ilot de Langerhans est constitué de quatre types de cellules alpha, béta, delta
et pp sécrétant respectivement, le glucagon, I’insuline, la somatostatine et les polypeptides
(Agostini et al., 2005 ; Derrickson et Tortora, 2007 ; Dolz, 2008) (Figure 4).

Le diabéte est accompagné d'une diminution progressive de ’efficacité des cellules
béta des Tlots de Langerhans d’une part, et la libération du glucagon par le dysfonctionnement

des cellules alpha pancréatiques, d’autre part (Kahn et al., 2014).

Cellule o
queue Cellule B

du pancréas
pancréas Cellule
PP
téte du pancréas Cellule 5

duodénum

canal de Wirsung

Figure 4: Anatomie du pancréas et d'un flot de Langerhans (Agostini et al., 2005 ; Langlois,
2008)

VS : Vaisseaux sanguin ; LP : Lumiére pancréatique ; AP : Acini pancréatiques
1.3.4.3. Metabolisme lipidique et maladies cardiovasculaires

Un déséquilibre dans la sécrétion et/ou l'action de l'insuline dans le diabete conduit a

une hyperlipidémie caractérisée par ’augmentation des principaux facteurs de risque
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cardiovasculaires qui sont 1’¢lévation de cholestérol total, triglycérides, LDL-c et VLDL-c
sériques et la réduction du niveau de HDL-c. L’insuline a des effets liporégulateurs
essentiellement sur le tissu adipeux et le foie (Latha et Daisy, 2011 ; Ashok Kumar et al.,
2012).

La figure 5, montre la dyslipidémie au cours de I’IR et est provoquée par :

- L’élévation des acides gras non estérifiés hépatique associées a 1’assemblage et a la
sécrétion des lipoprotéines VLDL,

- L’augmentation des TG circulants suite au taux elevé des AGL dans la circulation en raison
de I’incapacité¢ de I’insuline & inhiber la lipolyse et par la diminution de 1’élimination
périphérique des AGL,

- L’empéchement du catabolisme des LDL et du métabolisme des HDL.

_——.  Lipolyse
(JAGNE )4—"— Adipocytes.

——

(;C E

@oD

e
-
@D @b “0 - (LDL LpD
HDIL petites/denses LDL petites; denses

Figure 5: Relation entre I'insulinorésistance et la dyslipidéemie (Hawkins et al., 1997).

AGNE : acides gras non estérifiés. TG : Triglycérides ; HDL : Les lipoprotéines de haute densité. LDL : Les lipoprotéines de faible densité,
VLDL : lipoprotéine de trés basse densité. LPL : lipoprotéine lipase.

Les maladies cardiovasculaires sont deux a quatre fois plus fréquentes chez les
malades diabétiques que chez les autres. En effet, le diabéete favorise le développement de
I’athérosclérose au niveau des grosses artéres et augmente ainsi le risque d'obstruction de
vaisseaux sanguins précisément au niveau du coeur (infarctus), du cerveau ou des pieds
(gangrene). L'age, I'nérédité, I'nypertension, I'embonpoint et le tabagisme favorisent aussi leur
apparition (Langlois, 2008).
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1.3.4.4. Métabolisme hépatique

La cytolyse et la cholestase hépatique signifie une anomalie exprimée par
I’augmentation des transaminases, soit I’ASAT (ou SGOT) et/ou I’ALAT (ou SGPT) et de
PAL. Cet effet est frecquemment observé dans le diabéte en raison de la résistance a l'insuline
hépatique par 1’¢élévation des niveaux AGL en circulation (Harris, 2005).

L'incidence globale de la maladie de la stéatose hépatique est la forme la plus
fréquente de la maladie hépatique chronique qui est étroitement liée au syndrome
métastatique et a ses composantes individuelles (diabéte sucré de type 2, dyslipidémie, obésité

et hypertension artérielle) (Mikolasevic et al., 2016).

La stéatose hépatique résulte de I’IR due a la baisse de I’activité de la lipoprotéine
lipase épuratrice des TG, du HDL-c et I’augmentation des LDL-c du au flux élevé d’acides
gras libres et a I’intense activité de la triglycéride-lipase hépatique provenant du tissu adipeux
périvisceral drainé par la veine porte. Ces derniers peuvent alors s’infiltrer de maniere diffuse
dans le foie en formant des gouttelettes lipidiques ou étre excrétés dans le sang sous forme de

lipoprotéines de tres faible densité ou VLDL (Vague, 2001).

Le foie est un organe régulateur constitué des hypatocytes, des sinusiodes, des
cellules : endothéliales, de kupffer et de canaux biliaires. Il intervient dans la synthese de
glycogene, de protéines et lipoprotéines plasmatiques, le stockage de certains vitamines et
lipides, la détoxication des déchets metaboliques ; la destruction des globules rouges vieillis et
la secréetion de la bile, le catabolisme et I'excrétion du cholestérol (Stevens et Lowe, 1997 ;
Dadoune et al., 2000 ;Weater et al., 2001).

La perturbation du fonctionnement du foie est accompagnée par 1’augmentation des
lipides et des transaminases exprimée par la stéatose hépatique ou la stéatohépatite non

alcoolique chez les animaux diabétiques (Lacombe, 2006 ; Sophia et Manoharan, 2007).
1.3.4.5. Métabolisme rénal et néphropatie

Les concentrations de métabolites dans le sang (l'urée, l'acide urique, la créatinine et
les ions) augmentent au cours de dommages rénaux associés au diabéte (Almdal et Vilstrup,
1988 ; Anwar et Meki, 2003 ; Poonam et al., 2008).

Le terme néphropathie provient du grec nephros = rein. Le tissu des reins est constitué
d'une multitude de minuscules vaisseaux sanguins qui forment un filtre dont le role est

déliminer les toxines et déchets du sang (Quirins et Luc, 2000 ; Lacombe, 2003 ; Mashall
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et Bangert, 2005). Le diabéte est 1’une des maladies qui causent des troubles vasculaires. Ces
derniers peuvent en étre affectés au point d'entrainer une détérioration progressive des reins
qui se manifestera par divers troubles, allant de l'insuffisance rénale, gonflement de I’organe
suivie par une néphropathie diabétique irréversible (Magee et al., 2009 ; Vallon et Komers,
2011; Vallon et Thomson, 2012 ; Miller et al., 2014).

1.3.5. Prévention des complications du diabete

La prise en charge du diabete requiert la surveillance de glycémie, de la tension
artérielle et des lipides sanguins. Le test de I’hémoglobine glyquée (HbALc) est réalisé pour le
contréle de la glycémie. Une quantité du glucose dans le sang, en attente d'étre utilisé par les
cellules, se fixe sur les globules rouges. Chez le sujet non diabétique, I'organisme utilise le
glucose d'une maniere efficace, donc, il y a peu de glucose disponible pour s‘attacher a
I'némoglobine. En revanche, chez le patient diabétique, la quantité de glucose dans le sang est
plus importante, ce qui permet la fixation de ces molécules sur les globules rouges. Ainsi, plus
I’HbAlc est élevée, plus la quantité de sucre dans le sang est importante. D'une maniére
générale, pour une réduction de 1% d’HbAlc, le risque de développer des complications
micro-vasculaires du diabete est réduit de 40% (Langlois, 2008 ; Kabir et al., 2015).

1.3.6. Régulation du diabete
1.3.6.1. Régulation hormonale

Le controle de I’homéostasie énergétique fait appel a des corrélations hormonales et
nerveuses complexes dans lesquelles 1’insuline occupe une place prépondérante (Magnan et
Ktorza, 2005). Aucun des trois grands métabolismes glucidiques, lipidiques et protéiniques
n’échappe au contrdle de ’hormone, qui les oriente dans le sens de 1’anabolisme et s’oppose

aux effets cataboliques de nombreux autres facteurs.

Il existe principalement deux groupes d’hormones régulatrices du diabete anaboliques

et cataboliques:

e Les hormones « anaboliques », représentées par I’insuline qui inhibe la
mobilisation de substrats endogenes et abaisse la glycémie.

e Les hormones « cataboliques » ou de la contre-régulation a 1’hypoglycémie
appelées aussi hormones de stress, parmi lesquelles on retrouve le glucagon,

I’adrénaline, les glucocorticoides et I’hormone de croissance (Tappy, 2004).
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1) Insuline

L’insuline est une hormone polypeptidique de nature protéique et de poids moléculaire
PM = 5800 dalton (Da). Elle est constituée de 51 acides aminés repartis en deux chaines
polypeptidiques (o) et (B) reliées par deux ponts disulfures. Elle est secretée par les cellules
des ilots de Langerhans du pancréas et exerce un effet normoglycemiant. Elle fait partie du
groupe des peptides appelés Insuline like Growth Factor ou somatomedines (Bell et al.,
1980 ; Perlemuter et Collin, 2003 ; Magnan et Ktorza, 2005).

L’insuline favorise la mise en réserve du glucose sous forme de glycogéne dans le foie
et le muscle, stimule le stockage des lipides dans le tissu adipeux et contribue a la rétention
protéique dans tous les tissus. L’ensemble de ces effets résulte de la liaison de I’insuline a son
récepteur membranaire spécifique present a la surface des cellules du foie, du tissu adipeux et

des muscles squelettiques (Fineman et al., 2002 a,b; Magnan et Ktorza, 2005).
» Action physiologique de I’insuline

L’insuline stimule le processus anabolique et la mise en réserve de 1’énergie. Elle agit
essentiellement sur 3 organes cibles, le foie, les muscles et les tissus adipeux (Idelman et
Verdetti, 2000 ; Perlemuter et Collin, 1995 ; 2003).

a. Effet de ’insuline sur le foie

Le foie est le siége de la néoglucogenese. Dans le foie, I’insuline diminue la
production de glucose par blocage de la synthése d’enzymes clefs de la néoglucogeneése, par
diminution de la disponibilité des substrats necessaires a cette voie (acides aminés et glycérol)
et par inhibition de la sécrétion du glucagon, en plus elle inhibe la glycogénolyse (Verne et
Hebert, 1964 ; Bouglé et al., 2009).

Lorsque le foie est saturé en glycogene, le glucose de cet organe synthétise les acides
gras esterifiés en TG pour étre fixé par la suite sur les tissus adipeux sous formes de VLDL.
Ainsi, I’action de I’insuline dans le foie, en plus de la stimulation de la syntheése du glycogene,
vise a activer la glycolyse et la lipogenese en provoquant I’expression de nombreux génes

impliqués dans ces voies (Gonzalez-Bard et al., 2007).
b. Effets de l’insuline sur le tissu adipeux

Le tissu adipeux constitue le principal réservoir d’énergie de I’organisme et la source

des acides gras libres (AGL). L’insuline facilite le stockage des acides gras en triglycérides
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dans le tissu adipeux et diminue la mobilisation de ceux-ci par inhibition de la lipolyse et la

lipase hormonosensible (Mittelman et Bergman, 2000 ; Girard, 2008).

La diminution des AGL est accompagneée par la gluconéogenese (Van et al., 2006).
Ainsi, le mode de contrdle de la production hépatique de glucose par I’insuline peut étre,
d’une part indirect, par la régulation de la libération des acides gras non estérifiés a partir des

adipocytes et d’autre part, direct, via la néoglucogenése (Langlois, 2008).
c. Effets de l’insuline sur le muscle et adipocytes

L’insuline stimule la glycogénese et la glycolyse ; inhibe la protéolyse et la lipolyse
musculaires, ce qui augmente 1’estérification des acides gras en triglycérides et favorise le
transfert de certains acides aminés a travers la membrane cellulaire (Idelman et Verdetti,
2000 ; Girard, 2008). Elle stimule aussi le transport du glucose par I’intermédiaire des
transporteurs Glut 1 a Glut 6 présents principalement dans les tissus adipeux et musculaires,
tissus du systéme nerveux et placenta, le foie et les cellules B pancréatiques (Milburn, 1993 ;
Scheepers et al., 2004 ; Ishiki et Klip, 2005 ; Wiernsperger, 2005). De plus, en stimulant la
lipogenéese, ’insuline augmente la cholestérolémie. Enfin sur les protéines, 1’insuline exerce
un double effet anabolique et anticatabolique (Gonzélez-Sanchez et Serrano-Rios, 2007 ;

Timmerman et Volpi, 2008).

Une élévation brusque de la glycémie provoque une activité des cellules
pancréatiques et une réponse insulinique rapide. La regulation physiologique de
I’insulinosécrétion est sous la dépendance des nutriments et des ions. Elle est modulée par des
hormones d’action rapide et d’autres facteurs a long terme (Portha, 2000 ; Perlemuter et al.,
2003). La Figure 6 montre les principaux facteurs hormonaux et nerveux de contr6le de la

sécrétion d’insuline.
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Figure 6: Principaux facteurs hormonaux et nerveux de contréle de la sécrétion de I'insuline

(Magnan et Ktorza, 2005).

PACARP : pituitary adenylate cyclase activating polypeptide ; VIP : vasoactive intestinal peptide ;GRP : gastrin
releasing peptide ;GIP : gastric inhibitory polypeptide ;GLP-1 : glucagon like peptide-1 ;CCK : cholécystokinine
; NPY: neuropeptideY.

> Insulinothérapie

L’insulinothérapie est le principal traitement du diabete de type 1. Il s’agit d’un
traitement substitutif par l'insuline exogéne dont le but est de se rapprocher de la courbe
noramale de la sécrétion physiologique de cette hormone. La plupart des insulines disponibles
sont produites par génie génétique (insertion du géne de la pro-insuline humaine dans une

bactérie ou une levure), ou par modification chimique de I'insuline du porc (Timsit, 1995).

Il existe quatre types d'insuline qui different par leur durée d'action apres injection
sous cutanée (insuline d’action rapide, intermidiare, biphasique et lente). L’injection est faite
par les seringues, les stylos, les pompes ou encore, par inhalation, par voie orale, la création

d’un pancréas artificiel et enfin la transplantation du pancréas (Girard, 2008).

2) Glucagon
Le glucagon est une hormone peptidique hyperglycémiante de 29 acides aminés, synthétisée
et sécrétée par les cellules a du pancréas en réponse a la chute des taux de glucose. C’est une
hormone centro-régulateur de I'noméostasie du glucose, il stimule la sécrétion de 1’insuline et
la production hépatique du glucose, agie de facon paracrine et endocrine sur les cellules B par
activation de la glycogénolyse et I’augmentation de la néoglucogenese (Vella et al., 2000 ;
Magnan et Ktorza, 2005 ; Combettes, 2006 ; Kraft et al., 2011).

26



Chapitre I : synthése bibliographique

1.3.6.2. Régulation médicamenteuse

La prise en charge thérapeutiqgue du diabéte a pour objectifs la correction de
I’hyperglycémie chronique et des risques cardiovasculaires frequemment associes au diabete
ainsi que la normalisation de I’hémoglobine glyquée (HbAlc < 6,5 %) dans le but de prévenir

le développement des complications micro et macrovasculaires.

Les antidiabétiques oraux (ADO) tels que les sulfonylurées hypoglycémiantes et
glinides agissent sur la cellule B, sur la production hépatique de glucose tel que la metformine,
sur la digestion des glucides tels que inhibiteurs des o glucosidases intestinales, ou encore sur
I’insulinosensibilité tels que glitazones et metformine (Tielmans et al., 2007). Ces différentes
molécules peuvent s’associer entre elles afin d’optimiser le traitement et de retarder le passage
a P’insuline. Dans le traitement classique, le diabéte de type 1 est traité avec de l'insuline
exogene et pour le diabete de type 2, lorsque l'insuline est encore produite, diverses
médicaments sont utilisés tels que la metformine, les sulfonylurés, les biguanides, en
combinaison avec des modifications de mode de vie (Matthaei et al., 2000 ; Zhang et
Moller, 2000).

Parmi les ADO, certains sont doués d’une activité antioxydante tel que le Gliclazide
qui a une action insulinosécrétagogue et antioxydant (Blicklé, 2011) et semble capable de
diminuer la susceptibilit¢ des LDL a 1’oxydation. Tandis que, pour la metformine, I’activité
antioxydante pourrait étre du a un piégeage des radicaux libres mais aussi par modulation de
la production des ERO par les mitochondries et la NADPH oxydase (Bonnefont-Rousselot et
al., 2004). Généralement, les stratégies thérapeutiques actuelles pour le diabéte de type 2 sont
limitées, impliquent quatre principales classes d'agents ADO qui stimulent la sécrétion
d'insuline du pancréas (Gupta et al., 2010):

- Les sulfamides (le glibenclamide, glipizide, répaglinide) sont hypoglycémiants et a action
rapide sécrétagogues/insulinotropiques, réduisant la production hépatique de glucose,

- Les biguanides (la metformine), retarde la digestion et I'absorption d'hydrates de carbone
intestinaux,

- a-Glucosidase (lI'acarbose) améliore I'action de l'insuline par la réduction de 1’absorption
intestinale du glucose,

- Les thiazolidinediones (la pioglitazone, la rosiglitazone).

Chacun de ces agents présentent une efficacité généralement insuffisante et un nombre

important d'effets indésirables (Ramarao et Kaul, 1999 ; Bailey, 2005).
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1) La metformine

La metformine, un biguanide antihyperglycémiant est utilisé dans le traitement du
diabéete de types 1 et 2. Il est suggéré chez I'nomme par Scheen, (1996), sur la base de la
réduction de la concentration du glucose dans le sang sans provoquer d'hypoglycémie. I
réduit les besoins en insuline des patients diabétiques avec une augmentation de la liaison a
des récepteurs d'insuline en insuline (Gin et al., 1985 ; Urakami et al., 2005 ; Mclntosh et
al., 2011). A cet égard, la metformine est choisie dans cette étude comme traitement des rats
rendus diabétiques par 1’alloxane et le fructose, un modele de diabete sucré de type 1 et 2

respectivement.

Actuellement, 14 classes de médicaments sont disponibles pour traiter le diabete sucré
de type 2, mais seulement 36% des patients atteints de cette maladie arrivent a controler leur
glycémies. Par conséquent, de nouveaux traitements sont nécessaires. Cependant, I’efficacité
et la tolérance, ne sont plus les seuls critéres qui contribuent a la réussite d'un médicament. La
facilité et la fréquence d'administration, 1’efficacité, étant conviviale avec le contréle du poids
et le risque d'hypoglycémie et le colt sont aussi des facteurs importants pour la survie d'un

nouveau medicament (Inzucchi et al., 2012 ; Miller et al., 2014).
1.3.6.3. Régulation phytothérapique

La phytothérapie du grec Phyto = plante et Therapeia = soin, est une thérapeutique qui
utilise les plantes ou formes galéniques dérivées de plantes : tisanes (infusés, décocté...),

poudres, extraits secs (nebulisat, lyophilisat...), extraits liquides, etc. (Catier et al., 2007).
1) Plantes médicinales et les algues

Bien que différents types de médicaments hypoglycémiques sont disponibles en méme
temps que l'insuline pour le traitement du diabéte sucré, un intérét croissant des remedes a
base de plantes a été consacré (Platel et Srinivasan, 1997 ; Ahmed et al., 2004). Mankil et
al. (2006) ; Poonam et al. (2008) ont passé en revue plusieurs plantes médicinales utilisées

dans la médecine traditionnelle possédant une activité antidiabétique expérimentale.

En raison de I'efficacité percue, les effets secondaires minimes, les codts relativement
faibles, la correction du métabolisme glucidique et insulinémique, la préservation de la
fonction intégrale des cellules béta, I'amelioration de I’absorption du glucose et les propriétés
antioxydantes des plantes médicinales sont largement prescrits, méme lorsque leurs
composés biologiquement actifs sont inconnus (Kameswara et al., 2003; Oliveira et al.,
2005 ; Rajagopal et Sasikala, 2008 ; Chika et Bello, 2010 ; Rama et al., 2012).
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Quelques exemples de plantes douées de propriétés hypoglycémiantes et/ou
antioxydantes utilisées en médecine traditionnelle sont les suivantes : Anabasis articulata ;
Allium sativum ; Nigella sativa; Olea europea; Ygophyllum album (Goetz, 2007 ;
Kambouche et al., 2009; Rebbas et al., 2012 ; Ladouari et Harkouk, 2012).

1.3.6.4. Autres types de régulateur

En plus de la thérapie nutritionnelle, I'exercice physique est utilisé comme un
traitement non pharmaceutique pour le contrdle et la réduction des taux anormaux de glucose,
de lipides et de poids chez les personnes souffrant de dysfonctionnement métabolique tel que
le diabéte (Schneider et Ruderman, 1990; Castaneda, 2001; Greenfield et al., 2009 ; Lim,
2014). Chez les personnes souffrant de lI'obésité, manger lentement, peut étre une stratégie de

prévention utile du diabete (Angelopoulos et al., 2014).

Depuis 1980, des études ont été orientées vers le développement des nutraceutiques ou
aliments fonctionnels pour la prévention ou la gestion de diverses maladies. La spiruline est
devenue I'un de ces aliments nutraceutiques avec des effets bénéfiques sur la santé (Khan et
al., 2005 ; Karkos et al.,2008 ; Kulshreshtha et al., 2008).

I.4. ALIMENTS FONCTIONNELS

La spiruline a gagné plus d'attention et une demande internationale pour son contenu
élevé en phytonutriments ayant des applications médicinales et nutritionnelles intéressantes.
Elle est utilisée traditionnellement pour la consommation directe et actuellement comme
aliment fonctionnel et colorant naturels (Henrikson, 2010 ; Oztiirk tirek et Tarhan, 2012 ;
Abd El Baky et al., 2015).

La production de spiruline dans le monde en 2015 est estimée a environ 3000 tonnes
métriques dont plus de 70% destinée a la commercialisation pour la consommation humaine
(Vo et al., 2015). Les doses préconisées de I’utilisation de spiruline seche comme
complément alimentaire pour une personne en bonne santé (en dehors des états de
malnutrition sévere) se situe entre 3 et 5 g/jour ou de 5 g a 10 g/ jour ou deux cuilléres a café
par jour par voie orale pour I’enfant ou I’adulte respectivement (Jeeji, 1985 ; Charpy, 2002 ;
Branger et al., 2003; Morin, 2014).

La spiruline peut étre consommée a 1’état frais ou sec, en poudre ou en granules,
gélules ou comprimés, seule ou mélangée avec d’autres aliments comme les pates, les biscuits
et les boissons (Halidou et al., 2008 ; Priyadarshani et Rath, 2012) (Tableau 2).
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Tableau 2: Caractéristiques de la spiruline dans les aliments

Auteurs Nombre de L’age Dose de SP Prise Aliments de
sujets (Année) (a/y) journaliére mélange
Sautier et al. 5 20 -35 204100 1 Viande/lait/
(1975) caseine/farine
Bucaille, 28 5-18 10 1 Galette/eau
(1990)
Sall et al. 59 15-25 10 2 Bouillie de
(1999) céréale/lait
Branger et 165 0-3 5 NP Réhabilitation
al. (2003) habituelle
Habou et al. 56 0-5 10 2 Bouillie de
(2003) mil
Simpore et 550 0-5 10 2 Misola, repas
al. (2006) traditionnel
Abd EI 20 / 0,3-0,9 NP Biscuit
Baky et al.
(2015)

NP : n’est pas précisée. SP : Spirulina platensis.

Au cours de ces derniéres années, l'intérét des propriétés fonctionnelles des aliments
augmente progressivement par les composes antioxydants, capables de piéger les radicaux
libres (Pasqualone et al., 2015). En dépit de son intérét progressant a la fagcon de consommer
la spiruline, une attention marginale est accordée a I’intégration de cette mico-algue dans un

aliment fonctionnel dit « nutraceutique ».

Il n'y a pas une seule définition du terme «aliment fonctionnel», utilisée dans de
nombreux contextes, notamment en tant que progres technologiques, marketing et normes de

réglementation alimentaire (Palou et al., 2003).

Le concept d’aliment fonctionnel peut se référer a de nombreux aspects possibles, dont
la caractéristique particuliére est qu'un ou plusieurs de ses composants affecte d'une maniere
spécifiqgue une fonction cible de l'organisme, et favorise un effet physiologique ou
psychologique au-dela des bienfaits nutritionnels de base (Viuda-Martos et al., 2011 ; Vo et
Kim, 2013 ; Dominguez, 2013 ; Abd El Baky et al., 2015).

Diplock et al. (1999), Pérez-Alvarez et al. (2003), définissent les aliments
fonctionnels comme des composes alimentaires qui ont une incidence positive sur une ou
plusieurs fonctions physiologiques (anticancérogénicité, antimutagénicité, antioxydante et

anti-vieillissement), ce qui pourrait conduire a I’amélioration du bien-étre et / ou a la
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réduction des risques des maladies en modulant les systemes physiologiques. Les
nutraceutiques peuvent étre obtenus en modifiant un ou plusieurs ingrédients ou en éliminant
le méme (Abd EIl Baky et El-Baroty, 2012).

Un intérét considérable est accorde a l'égard de composés bioactifs naturels par le
consommateur comme ingrédients fonctionnels dans les régimes alimentaires en raison de
leurs effets bénéfiques sur la santé. Des progres rapides ont été réalisés dans le developpement
des aliments fonctionnels en fonction des résultats d’études réalisées sur les ingrédients

alimentaires phytochimiques des microalgues (Abd El Baky et al., 2015).

Par conséquent, les industries alimentaires modernes se sont efforcées a développer de
nouveaux aliments fonctionnels, considérés comme produits, sains, pratique, et pas cher en
réponse a la demande croissante du consommateur. Les nouveaux produits alimentaires
fonctionnels lancés sur le marché mondial sont: des produits laitiers, des confiseries, des
boissons gazeuses, de la boulangerie et des aliments pour bébés, ayant suivi la voie de la
fortification ou de l'ajout de nutriments souhaités en microalgues et de leur composés
bioactifs (Bigliardi et Galati, 2013 ; Abd EIl Baky et al., 2015).

L'interét fondamental de l'utilisation de microalgues pour la production industrielle
d'ingrédients alimentaires et d’aliments fonctionnels précieux dépend du fait que, pour la
majorité des espéces, la culture est facile et la croissance est rapide. Les microalgues sur le
plan nutritionnel, offrent des acides gras essentiels et des acides gras oméga 3 et 6, une qualité
importante de protéines avec une bonne gamme d'acides aminés, des polysaccharides sulfates,
de I'énergie, des minéraux (Se, Zn, Ca, Fe, P), des vitamines (vit C, E , Acide folique, B 12)
zinc et calcium, pigments (caroténoides et phycocyanines), flavonoides et acides phénoliques
(Fogliano et al., 2010 ; Dominguez, 2013 ; Abd El Baky et al., 2012 ; 2014).

Cependant, les microalgues sont caractérisées par une variété de fonctions biologiques,
antibactériennes, antifongiques, antivirales, anti-génotoxiques, anti-inflammatoires, anti-
ulcéreuses, cardioprotectives, anti-allergiques, anticancéreuses, chimiopréventives,
antioxydantes, hépatoprotectives, hypoglycémiques et antidiabétiques doivent étre prises En
considération. En outre, certaines microalgues ont été utilisees comme colorants pour la
nourriture et l'alimentation du bétail pour la viande et les productions de poisson (Abd El
Baky et al., 2013 ; Lee, 2013).

En outre, les algues sont considérées comme des soucres de composés bioactifs, donc

c'est une option souhaitable pour leur intégration dans les aliments.
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Les expérimentations suivies dans cette étude a savoir « le screening phytochimique
de la spiruline, I’expérimentation animale, la culture de cette algue et la conception d’un

nutraceutique » ont été menees durant la période allant de juillet 2013 a Décembre 2016 aux :

- Laboratoire et I’animalerie du département de technologie alimentaire de 1’école
nationale supérieure agronomique, El-Harrach, Alger - Algérie

- Laboratoire du service d’anapathologie au Centre Hospitalo Universitaire Nafissa
Hammoud (Ex-Parnet), Hussein-Dey, Alger — Algérie.

- Laboratoire de sols et génie agroalimentaire, faculté des sciences de I'agriculture et de
I'alimentation, université Laval Québec, Canada,

- Laboratoire d’analyse Société & Responsabilité Limitée (SARL) 1SO9 international
ISSER- DELIC, spécialisé dans la fabrication de génoise et biscuits sec, Boumerdes,

Algérie.
11.1. SCREENING PHYTOCHIMIQUE DE LA SPIRULINE

11.1.1. Matériel végétal

L’étude a porté sur la poudre d’une micro-algue bleue verte appelée la spiruline
(Spirulina platensis ou S. platensis) fournie du Kanem, nord de lac Tchad rendement année
2012-2013. Cette espéce appartient a la famille des Phormidiaceaes et sous-genre Spirulina.
L’échantillon de cette algue est pulvérisé avec un mélangeur Vorwerk Thermomix TM le 31,
Wouppertal, Allemagne, jusqu’a I’obtention d’une poudre homogene. Elle est ensuite
conservée dans des boites fermées hermétiquement a 1’abri de 1’air et d’humidité a 4°C
jusqu’a utilisation.

11.2.2. Méthodes analytiques
11.2.2.1. Préparation des extraits éthanolique et aqueux de la spiruline

e Extrait éthanolique de Spirulina platensis

L'extrait éthanolique de la spiruline a été préparé comme suit (Hossain et al., 1992):
5009 de poudre de S.platensis est met en suspension avec 1500 mL d'éthanol (95%) pendant
une nuit, apres filtration, le résidu obtenu est & nouveau remis en suspension dans le méme

volume d'éthanol a 95% pendant 48 h et on filtre une deuxieme fois.

Apres extraction, les filtrats sont mélangés et passés a 1’évaporateur rotatif a 40-50°C
sous pression réduite. Un matériau semi-solide brun foncé de 11,35% obtenu a été stocké dans

des sacs en plastique hermétiquement fermeés a 0- 4°C jusqu'a leur utilisation.
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e Extrait aqueux de Spirulina platensis

L’extrait aqueux est obtenu par maceération de 20 g de poudre de spiruline dans 1L
d’eau ultra pure (désionisée) (Chu et al., 2010). Aprés agitation du mélange en continu
pendant 24 heures a température ambiante, ce dernier est centrifugé a 5000 tr/min pendant 10
min a 4°C. Le surnageant est filtré par un papier Whatman n °1 pour éliminer les débris

cellulaires.

Le filtrat obtenu est congelé a - 30°C/48 h puis lyophilisé a une température de -50 a -
60°C par un lyophilisateur de type SP Industries-Vir Tis Virtual (Wizard 2). L'échantillon est

ensuite conservé dans des sacs en plastiques sous vide a 4°C jusqu’a utilisation.
11.2.2.2. Evaluation de I’activité antioxydante des extraits de la spiruline

En plus du dosage des phénols totaux, de flavonoides, des phycobiliprotéines et des
caroténoides de la spiruline pour évaluer l'activité antioxydante totale, des tests de piégeage
des radicaux libres DPPHe (2-2-Diphenyl-1-picrylnydrazyl) et ’ABTSe+ (acide 2,2’-
azynobis- 3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique), et I’activité antioxydante ont été réalisé, en

comparaison avec un antioxydant de synthese le BHT (Buthyl hydoxytoluene).
e Dosage des phénols totaux
Principe

Les phénols totaux des extraits de spiruline ont été déterminés en utilisant le Folin-
ciocalteu et 1’acide gallique comme polyphénol standard de formule chimique : Acide 3, 4, 5
trihydroxybenzoique (Singleton et al., 1999). Le réactif de Folin Ciocalteu est un mélange
d'acide phosphotungstique (H3PW1,040) et d'acide phosphomolybdique (H3PMo0312040) de
couleur jaune réduit en oxydes bleus de tungstene (WgO,3) et de molybdéne (MogOy3) lors de
I'oxydation des phénols. La coloration produite dont I'absorption maximum a 765 nm, est

proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits d’algue.
Mode opératoire

Un volume de 0,25mL d’extrait de spiruline dilué est dissout dans de 1’éthanol a 95%,
est mélangé avec 1,25 mL de Folin-ciocalteu. Aprés 3 min, 1mL de carbonate de sodium
(Na,COg3) a 75g/L est ajouté.
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Apres 30 min d’incubation a I’abri de la lumiére et a température ambiante,
I’absorbance est lue a 765 nm. La concentration en composes phénoliques totaux est
déterminée en se référant a la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique exprimée en mg

équivalent d’acide gallique par g d’extrait (mg EAG/g extrait).
e Dosage des flavonoides
Principe

La méthode au trichlorure d'aluminium (AICI3) a été utilisée pour la détermination de
la teneur totale en flavonoides des extraits de spiruline. Le AICI;forme un complexe avec les
flavonoides de couleur jaune absorbent dans le visible & 420 nm. Le flavonoide standard

utilisé dans cette méthode est la quercétine (Lamaison et Carnet, 1990 ; Alyafi, 2007).
Mode opératoire

ImL d’extrait d’algue dilué est ajouté a 1 mL de la solution éthanolique de chlorure
d’aluminium. Aprés 1 heure d’incubation a température ambiante, 1’absorbance est mesurée a
420 nm. La teneur en flavonoides est déterminée en se référant a la courbe d’étalonnage de la

quercétine exprimée en mg équivalent de quercétine par g d’extrait (mg EQ/g extrait).

Les expériences ont été répétées trois fois pour chaque concentration d’extrait de spiruline.
e Dosage et purification de phycobiliprotéine de S.platensis

Principe

Le procédé d’évaluation quantitative et de purification de phycobiliprotéines [phycoérythrines
(PE), C-Phycocyanines (C-PC) et Allophycocyanines (APC)] contenu dans S.platensis

consiste a la précipitation fractionnée avec du sulfate dammonium (Anamika et al., 2005).

Mode opératoire

La figure 7, montre I’extraction des phycobiliprotéines et la purification des phycocyanines.
a) Extraction et dosage de phycobiliprotéine

La poudre de S. platensis (1g) est mise en suspension avec le tampon phosphate de
sodium, puis perturbée par ultrason (sonication) suivie d’une série de congélations et
décongélations répétées 6 fois a I'obscurité. Le mélange est ensuite centrifugeé et le surnageant

contenant la phycobiliprotéine a été recueilli.
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1 g de Spirulina plat

ensis

(0,1 M,

100 mL tampon phosphate de sodium

pH 7 +1 mM de l'azide de sodium).

Sonication par ultrason 1h (50 Hz pendant 60 s).
Congélation a -20° C et décongélation a T° ambiante ;
Centrifuge a 10 000 g /30 min / 4°C

A 4

A 4

Précipité Surnageant : Extrait brut
de phycobiliprotéines
v Précipitation par (NH,), SO, saturé a 25%.
Lecture au . Centrifugation a 10 000 g / 30 min / 4°C
spectrophotometre
v v
Précipité Surnageant

+50% (NH,), SO, staturé, Repos 4h, 4°C

v

I Centrifugation a 10 000 g / 30 min/ 4°C

A

Surnageant Précipité de

Les phycocyanines

protéines :

+50% du tampon d'acétate (0,1 M, pH 4,5)

A 4 A

. Centrifugation a 10.000 g /30 min/ 4°C

Précipité Surn

ageant

A 4

+ 50% (NH,), SO, staturé, Repos 4h, 4°C

il Centrifugation a 10.000 g/ 30 min/ 4°C

Surnageant Précipit

é

A

y

Lecture au spectrophotometre

Extraction de phycobiliprotéines

Purification de phycocyanines

+5mL de tampon phosphate de sodium (0,005 M, pH 7,0)

Dialyse pendant une nuit a 4°C contre le méme tampon

Figure 7: Protocole de fractionnement des phycobiliprotéines et la purification des

phycocyanines de Spirulina platensis (Anamika et al., 2005).
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Les absorbances de la phycobiliprotéine ont été mesurées avec un spectrophotometre a
UV-VIS HP 8453 (Agilent Technologies, Inc. Santa Clara, Ca) aux longueurs d'onde 620,
652, et 562 nm. Le calcul des concentrations de C-PC, APC, et PE respectivement est fait en

utilisant les équations suivantes Eq.1, 2 et 3 respectivement, (Bennett et Bogorad, 1973).

g _ [A(,z() -0.474 (A(,52)]
C-PC (mL) - 534 (Eq. 1)
mg _ [Aes- 0.208(Ae0)]
APC (mL) B 5.09 (Ea-2)
mg _ [Ase- 241 (PC)-0.849 (APC)]
PE (mL) B 9.62 (Eq. 3)

Le rendement de I'extraction des C-PC est calculé par I’Eq.4 (Silveira et al., 2007) ;

PCxV
BS

Rendement C — PC (%) = (Eq.4)

Tel que ;
PC : la concentration de phycocyanines (mg/mL),
V : le volume de solvant (mL),
BS : la biomasse séche de spiruline (g).
a) Purification des phycocyanines

Toutes les étapes de purification ont été réalisées a l'obscurité a 10-15° C et tous les
tampons utilisés contenaient 1 mM d’azide de sodium. L'extrait brut de phycocyanines (C-
PC) est fractionné par précipitation avec du sulfate d’ammonium solide a 25% puis a 50% de
saturation. Les protéines précipitées contenant principalement les C-PC ont été collectées par
centrifugation, elles sont remises en suspension par la suite dans un tampon d'acétate et

centrifugé a nouveau.

Le précipité a été éliminé et le surnageant a été portée deux fois a 50% de saturation
avec le sulfate d'ammonium solide, suivie d’une centrifugation aprés 4 h de repos a 4°C. La
C-PC précipité a été dissous dans 5 mL de tampon phosphate de sodium et on dialyse pendant
une nuit a 4°C contre le méme tampon. Le facteur de séparation et la pureté des fractions de
C-PC a été suivie par l'enregistrement de spectre d'absorption a 620, 652 et 620, 280 nm
respectivement sur un spectrophotometre type CARY 500 Balayage UV-VIS, NIR. La pureté
est évaluée par le facteur de séparation (A620/ A652) et le rapport de pureté (A620/A280) des
fractions C-PC de spiruline (Boussiba, 1979).
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Une solution méthanolique de la spiruline (5 mg/mL) est préparée par sonication avec
le méthanol 70% pendant 15 min. Aprés la filtration, I'extrait est analysé en triple pour
déterminer la présence de caroténoides totaux en enregistrant I'absorbance a 470 nm par un
Spectrophotometre UV / VIS, HP 8453 (Agilent Technologies, Inc. Santa Clara, CA).

Les concentrations de Chlorophylle (Ca), et de la Chlorophylle (Cb) ont également été
déterminées dans le méme extrait a 653 et 666 nm, respectivement. Le contenu des
Chlorophylles (Ca) et des Chlorophylles (Cb) et caroténoides totaux a été calculé par les

équations Eq 5,6 et 7, respectivement (Lichtenthaler et Wellburn, 1985).
Ca = 15,65 * A666 - 7,340 * A653 (Eq 5)

Cb = 27,05 * A653_ 11,21 * A666 (Eq 6)

129,2%Cb

Total carotenoids= 1000*A47¢ - 2,860 *Ca - s (Eq. 7)

Les concentrations de Ca et Cb ont été utilisées pour calculer la teneur en caroténoides totaux.
e Activité de piégeage de radical DPPHe

Le test DPPHest 1I'un des premiers radicaux libres utilis¢é pour obtenir des
informations sur le pouvoir antiradicalaire des extraits (Molyneux, 2004). La réduction du
radical DPPH par un antioxydant est suivie en mesurant la diminution de I’absorbance a 517
nm. Le DPPH est initialement violet, se décolore lorsque 1’¢électron célibataire s’apparie. Cette

décoloration représente la capacité des composés phénoliques a piéger ces radicaux libres.
Principe

La capacité de céder des hydrogenes par les extraits est mise en évidence par une
méthode spectrophotométrique en suivant la disparition de la couleur violette d’une solution

alcoolique contenant le radical libre DPPHe.
Mode opératoire

Le test du radical DPPH est réalisé en suivant la méthode décrite par Burits et Bucar,
(2000) ; Hazzit et al. (2009), 25 uL des dilutions des extraits testés (aqueux et éthanolique) et
du témoin positif BHT sont mélangés avec 975ul d’une solution méthanolique de DPPH (60
uM). Aprés 30 mn d’incubation a 1’abri de la lumiére et de I’oxygéne atmosphérique a
température ambiante, 1’absorbance est lue a 517 nm par le spectrophotometre. L’activité

antioxydante (A%o) est calculée selon 1’équation 1 (Eq.8):
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) __ 1—A.échantillon

A(%) = T Ablanc 100 (Eq.8)

A blanc : Représente 1’absorbance du DPPHe au temps zéro avant 1’addition de 1’échantillon.

A échantillon : Absorbance de 1’échantillon testé (échantillon + DPPH) aprés 30 min.
e Activité de piégeage des radicaux ABTSe+

L’activité antioxydante totale d’une molécule est déduite de sa capacité a inhiber le
radical ABTS. L’obtention du radical cation (ABTS<+) résulte du contact de I’ABTS avec une
enzyme de peroxydation en présence de H,O, ou d’un oxydant (dioxyde de manganése) ou
persulfate de potassium. Le radical ABTSe+, en contact avec un donneur d’hydrogéne conduit

a ’ABTS+ et a la décoloration a 734 nm de la solution (Miller et al., 1996 ; Re et al., 1999).
Principe

Le test ABTS est basé sur 1’évaluation du degré de réduction du radical cation dABTS
obtenu par oxydation avec du persulfate de potassium pendant 12 a 16 h a 4°C et I’abri de la
lumiére (Scalzo et al., 2005)

Mode opératoire

L’inhibition du radical ABTS«+ est effectuée selon la méthode décrite par Re et al.
(1999). Le radical cation ABTS<+ a éte préparé en mélangeant une solution 7 mM d’ABTS
avec 2,45 mM de persulfate de potassium (1/1, v/v). Le mélange est laissé 12 h a température

ambiante a I’abri de la lumiére jusqu'a I’obtention d’une absorbance stable.

La solution est ensuite diluée en mélangeant 1 mL d’ABTS avec 60 mL de 1’éthanol
de maniere a obtenir une absorbance au spectrophotomeétre de 0,7+£0,05 unités a 734 nm. Le
dosage photométrique est effectué sur un mélange de 0,9 mL ABTS et 0,1 mL de
I’échantillon. Aprés 45 secondes, des mesures ont été prises a 734 nm apres 1 min et I’activité
d’inhibition du radical ABTS des échantillons testés est calculée par I’équation 2 (Eq.9) :

A0-A1
A0

A(%) = 100 (Eq.9)

Tel que :

Ao: Absorbance de ’ABTS.

A1 : Absorbance de I’ABTS + échantillon de 1’extrait a tester.
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e Concentration inhibitrice de 50% des radicaux (1C50)

L’IC50 est la quantité ou la concentration d’antioxydants (extraits de spiruline)
nécessaire pour inhiber ou faire disparaitre 50% des radicaux. IC50 est obtenue par 1’équation

de la courbe de I’activité antioxydante en fonction de la concentration de 1’antioxydant.
e Détermination de I’activité antioxydante de S.platensis

L’extrait de spiruline (5 mg/mL) est préparé par agitation de la poudre avec une

solution de Tween 40 (0,4%, p/v) suivie d'une centrifugation a 600 g/10 min.

Le butyl hydroxytoluéne (5 mg/mL) est agité avec une solution de Tween 40 d’une
concentration de 0,4% et 0,5 mg P-caroténe dans 1 mL de chloroforme. 25 uL d'acide
linoléique et 0,8 mL de Tween 20 ont eté ajoutés au mélange préparé ci-dessus. L'extrait de
chloroforme a été évaporé sous vide par évaporateur rotatif a 65°C, 100 mL d'eau distillée ont
été ajoutés au résidu (Dapkevicius et al., 1998).

Des aliquotes (2500 uL) d’émulsion de la B-caroténe/acide linoléique ont été
transférées dans des tubes contenant I'extrait de spiruline ou le standard BHT (500 uL). Les
tubes a essai ont été incubés pendant 2 h a 50°C avec I'échantillon témoin. L'absorbance a été
mesurée au début (t = 0 min) et aprés l'expérience (t = 120 min) a 470 nm. L'activité
antioxydante (AA) a été calculée en pourcentage d'inhibition de I'oxydation des 3 essais en

utilisant I'¢équation suivante (Eq 10):

AA(%) 1—-A. 120 min 100 Ea.10
= * .
0 A. contrdole — A. controle 120 min (Eq.10)

11.2.2.3. Caractérisation physico-chimique de la poudre de la spiruline

e Lateneur en eau et la matiére seche

La teneur en eau ou I’humidité (H%) et le taux de matiére seche (MS %) ont étaient
déterminés par gravimétrie. Le séchage de 2 g de spiruline a été effectué dans une étuve
ventilée de marque Titanox art A3-214-535 a 110 °C/ 3 h jusqu’a obtention d’un poids

constant selon les équations 11 et 12 (Eq 11 et Eq 12) respectivement:

M1 — M2
H(%) = T 100 (Eq.].l)

MS (%) = 100 — H (%) (Eq.12)
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Tel que :
M; : Masse de la capsule + matiére fraiche avant sechage (g).
M, : Masse de 1’ensemble apres séchage a 105°C (Q).
P : Masse de la prise d’essai (g).
e Teneur en cendres, en fibre et le pH

La calcination de 1g de S.platensis dans un four & moufle type VULCAN ™ 3-550 PD
NEY réglé a 550°C/ 5 h jusqu’a I’obtention d’une couleur grise, claire ou blanchatre de poids
constant. La matiére organique (MO) et la teneur en cendres (Cd) sont obtenues en appliquant

les équations suivantes (Eq 13 et 14) respectivement:

M1 — M2
MO(%) = ——— 100 (Eq.13)

Cd (%) = 100 — MO (%) (Eq.14)
Tel que :
M; : masse de la capsule + prise d’essai (g).
M, : masse de la capsule + cendres (Q).
P : masse de la prise d’essai (g).

La teneur en fibres alimentaires a été déterminée par la méthode décrite par Van Soest
(1963).

La mesure du pH est faite en utilisant un pH metre de type accumet AP85 d’une

suspension de 4%, Poids/volume) de poudre de Spirulina platensis.
e Teneur en protéines totales

La teneur en protéine totale a été déterminée par la méthode de Kjeldahl (Susan,
1998; 1SO 8968-1, 2001 ; Brussels et Belgium, 2006) qui consiste a doser 1’azote total (N%)
en utilisant 1’équation (Eq.15). La teneur en protéines totales (PT%) est obtenu en multipliant
la teneur en azote trouvée par le facteur de conversion 6,25 selon I’Eq.16. Les résultats sont

exprimés en pourcentage de matiére seche.

14 (Vs — Vb)x N
- .

N% = 100 (Eq.15)

PT(%) = N(%). 6,25 (Eq.16)
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Tel que ;
14 : 14 g d'azote/mole de HCI (g/mol).
Vs : Volume en mL de la quantité de HCI nécessaire au titrage de la solution (mL).
Vb : Volume en mL de la quantité de HCI nécessaire au titrage du blanc (mL).
N : Normalité de la solution de HCI (mole/1000 mL).
M : Masse en grammes de la prise d'essai.
e Teneur en lipides totaux
Principe

Les lipides totaux de la spiruline ont été extraits en utilisant un mélange de solvants
chloroforme: méthanol (2:1, v / v) par la méthode modifiée de Xu et al. (1998). Aprés avoir
réchauffé I'échantillon dans un appareil Soxhlet, le solvant a ensuite été évaporé sous pression

par un évaporateur rotatif.
Mode opératoire

2 g de spiruline en poudre sont pesés dans une cartouche d'extraction et soumis a une
extraction au Soxhlet pendant 4 h avec 100 mL du mélange de solvants. Par la suite, le solvant
est éliminé par un évaporateur rotatif sous vide type Laborota 4010 numérique, Heidolph,
Schwabach, Allemagne, les extraits de lipides ont été séchés a 105 °C/ 2 h par I’étuve type
Venticell 111 Komfort, BMT, Brno, République tcheque.

e Teneur en sucres totaux

La teneur totale en glucides a été déeterminée selon la méthodologie décrite par Dubois

et al. (1956) en utilisant le glucose comme norme pour tracer la courbe d'étalonnage.

Le dosage de sucres totaux est basé¢ sur une récation colorimetrique avec I’hydrolyse
acide d’une solution d’acide sulfurique et du phénol. Le virage de la couleur en jaune-orange

est mesuré par spectrophotomeétre a A=450 a 550 nm (Annexe 1).
e L’apport énergéntique

L’apport calorique total de S.platensis a été déterminées en multipliant les valeurs
totales de lipides, de protéines et de glucides de 9, 4 et 4 Kcal, puis en additionnant les
résultats obtenus.1Kcal = 4,184 KJ.

41



Chapitre 11 : matériel et méthodes

e Teneur en metaux lourds de S.platensis
Principe

Un dosage qualitatif et quantitatif des traces de métaux lourds dans la poudre de
spiruline par la technique de spectrométrie atomique par un spectrometre d'émission
optique : Inductively Coupled Plasma -Optical Emission Spectrometre (ICP-OES) (Annexe
2).

Apres 1’étalonnage de I’appareil, chaque échantillon est transporté dans l'instrument
comme un flux liquide qui se transforme en un aérosol par les nébuliseurs. L'aérosol de
I’échantillon est ensuite transporté vers le plasma ou il est désolvaté, vaporisé, atomisé, et
excité et /ou ionisé par le plasma. Les atomes et les ions excités émettent leur rayonnement
caractéristique qui sont collectés et converties par la suite en concentration a différent

longueurs d’ondes selon le métal lourd qu’on veut analyser.

Mode opératoire

Dans I’induction couples plasma-spectrométrie d'émission optique (ICP-OES), 0,5 mL
de I’échantillon (spiruline ou sérum) est ajouté a 5 mL d’acide nitrique, le mélange est chauffé
au microonde ensuite dilué jusqu’a 25 mL avec 1’eau distillée. Aprés le passage des étalons a

différentes concentration, on fait passer nos échantillons.

11.2. EXPERIMENTATION ANIMALE

11.2.1. Animaux

L’étude a eu lieu sur 152 rats males adultes Rattus norvegicus, souche Wistar agés
entre 10-13 semaines et de poids de 180 et 200 g, fournis de 1’Institut Pasteur d’Alger-
Algérie. Les animaux ont été adaptés aux conditions de I’animalerie de I’Ecole Nationale
Supérieure Agronomique d’El Harrach-Alger-Algérie. Hébergés dans des cages de
polypropyléne avec un couvercle en inox et fond tapissé de litiere renouvelé une fois par

semaine. Les animaux sont en sédentarité tout au long de I’expérimentation (Annexe 3).

Les rats ont été maintenus avec un régime alimentaire standard de pellets fourni de
I’ONAB (Office Nationale de I’Aliment de Bétail, Alger, Algérie) et de I'eau courante du
robinet donner ad-libitum a une température ambiante moyenne de 24 + 2°C, humidité

relative moyenne de 60-70% et un éclairage 12h (jour / nuit) (Figure 8).
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152 rats Wistar

O
Diabéte type 2 ' Durée totale de I’expiérimentation 100 jours E Diabéte type 1
P e g 4 o
40 rats / 8 rats /groupe | 48 rats / 8 rats /groupe
group Toxicité de SP group
64 rats / 8 rats /groupe [ Gl C 1.
G2: FC r \ L
L ) J| Groupe témoin [ G2: DC )
G3: FC+SP > . ’
( ) —» G1:5%SP [ G3- SPC ]4_
G4: FC+Met ; {
q 1109
> ¢ G2: 10% SP [ G4: D+Met i<_
| | G5:F+SP ] ; S
» G3:20% SP )
L ) [ G5: D+Met <
G6: SP+F > < )
o G4:40% SP D
i\ ) [ G6: Met C
» G5:50% SP
_,[ G6: 80% SP }

—>[ G7:100% SP }

Figure 8: Expérimentation animale.

43



Chapitre 11 : matériel et méthodes

11.2.2. Méthodes

Les animaux ont été divisés en 11 groupes de 8 rats/Groupe sur 70 j aprés 10 j d’adaptation.

1% expérimentation animale : Diabéte type 1 (Figure 9, Tableau 3).

2éme

expérimentation animale : Diabete type 2 (Figure 10, Tableau 4).

Séme

expérimentation animale : toxicité de Spirulina platensis (Tableau 6).

Les rats ont été divisés en 7 groupes en plus du groupe témoin, 8 rats/Groupe sur 30 j apres 10

j d’adaptation dans la 3°™ expérimentation animale.

11.2.2.1. Protocole expérimental : Diabéte type 1

Le diabéte type 1 est induit par injection unique d’alloxane monohydraté par voie
intrapéritonéale (IP), obtenu de Sigma -Aldrich, (Etats-Unis), fraichement préparé a une dose

de 150 mg / kg de poids corporel a des rats a jeun (Figure 9, Tableau 3).

10jours ..o 20jours................ l ................. 60 jours............. 70 jours.
P1, Induction de 5 Prélevements, Arrét de P7 et
Traitement de SP traitement sacrifice

diabete par I’ Alloxane

P : préléevement. SP : Spirulina platensis

Figure 9: Protocole expérimentale du diabéte de type 1

Tableau 3: Protocole pharmacologique du diabete de type 1

Groupes Traitement
Contrdles; les rats recoivent par voie orale I’eau de robinet ad- ¢
Gl:C libitum. C’est le méme groupe de rats que celui du diabéte type 2. = 2
\li)
Contrdles diabete ; les rats recoivent par voie intrapéritonéale (IP)
G2: DC I’alloxane (150 mg/kg de P.C).
G3: SPC Controle Spirulina platensis; les rats recoivent par gavage =
i 1mL/jour de S.platensis (10%, p/v). g
o
Rats rendus diabétiques par 1’alloxane et traité par la metformine | «
D+
G4 DHMet 1 560 mglkg de P.C, 1mL fjour). g
[¢B}
G5 D+SP Ra}ts r.endus dia.lbétiques par I’alloxane et traité par 10%, p/v de 'lc_Es
spiruline (LmL/jour).
G6 - Met C Contrdles metformine; les rats recoivent par gavage 1mL/jour de

metformine (500 mg/Kg de P.C).
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11.2.2.2. Protocole expérimental : Diabete type 2

Le diabete sucré est un désordre métabolique caractérisé par une hypergycémie.
L’administration en exces du fructose (40% dissous dans ’eau distillée) aux animaux
expérimentales pendant un et deux mois successivement induit une hyperglycémie et un

déséquilibre de la majorité des paramétres biochimiques sériques (Jarouliya et al., 2012).

Le fructose a été obtenu d’une pharmacie importe et distribue URL FETH EL Kadier
importation investissement ORAN, ALGERIE. Les animaux avec un taux de sucre sanguin a

jeun > 1,5 g/L ont été considérées comme diabétiques de type 2 (Figure 10, Tableau 4).

Induction de diabéte : 40% fructose ad-libitum | P6 Arrétde | P7et
PO ' 60 ou 30 j + Traitement de SP/Met, P1-P5. traitement sacrifice

P : prélevement. SP : Spirulina platensis. Met : La metformine.

Figure 10: Protocole expérimentale du diabete de type 2

Tableau 4: Protocole pharmacologique du diabete de type 2

Groupes Traitement
Fructose continue; les rats recoivent par voie orale le fructose ad- | ~
G2: FC libitum (40%, p/v) pendant 2 mois. 8
e
Une hyperglycémie a été provoquée par 40% de fructose pendant 2
G3: FC+SP . ) iy . . =
mois successivement et traité par 10%, p/v de SP 1mL/jour/ 1 mois. B
une hyperglycémie a été provoquée par 40%, p/v de fructose, 2 §
G4: FC+Met . -, . . . S
mois et traité par 500 mg/kg de P.C 1mL/j/1 mois de metformine. =
(<5
une hyperglycemie a été provoquee par le fructose (40%) pendant le | ‘s
G5: F+SP o i, , eme =
17 mois et traité par 10% de SP (ImL/jour) le 2™ mois.
La spiruline par gavage a été administré (10%, p/v, ImL/jour) «=
- er . .. o E
G6: SP+F pendant le 1% mois suivie par le fructose (40%, p/v) ad-libitum | &
. \GL)
pendant le 2'°™ mois. o
|_

T : Traitement ; Sp : Spirulina platensis ; FC : Fructose en continue ; Met : Metformine. G1: C.
Les deux types de diabetes ont étaient traités par la poudre de spiruline et le
metformine. Spirulina platensis (SP) est obtenu de TRACTEBEL -Consult I'Office en

association avec le Centre de I'Université de la biotechnologie des algues, Tchad.
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Elle est composée principalement 63% de protéines, 19% d’hydrates de carbone, 4%
de lipides, 3% de fibres et 3% de cendres. L’homogénat de SP est administré oralement (1mL/
jour) aux animaux diabétiques a I’aide d’une sonde de gavage. La metformine (Met) obtenu
de Saidal Biotic, Alger, Algérie est administré en suspension par gavage aux animaux

diabétiques a une concentration de 500 mg/kg P.C, 1 mL/jour/rat.
- Collecte de sang

Le sang a été prélevé dans trois tubes différents (sec, héparine et d’EDTA) a partir du
sinus rétro-orbital des yeux du rat des animaux & je(ne 12 a 14 heures une fois avant et a 10
jours d'intervalle au cours de 70 jours d'étude (Annexe 4). Le sang est ensuite centrifugé a
3500 tours/min pendant 15 min a 4°C (Bitam et al., 2004).

Les érythrocytes sont lavés avec du NaCl et centrifugés pendant a 3000 tours/min
apres chaque lavage (dosage de la SOD). Les analyses biochimiques ont été réalisées par des
kits de diagnostic Spinreact (SAU Ctra, Santa Coloma 7 E 17176 Sant Esteve de BAS (Gl),
Espagne) par un automate de biochimie " Random Access Clinique Analyzer PICTUS 200
DIATRON " basé sur la méthode colorimétrique a I’établissement publique hospitalier de
Meftah-Blida (Annexe 5).

11.2.2.3. Paramétres pondéraux

L’évolution de poids corporel moyen des rats est estimée a un intervalle de 10 jours
durant toute I’expérimentation (70 jours). L’Indice Organo-somatique (I0S) c’est le rapport
entre le poids des organes (fois et rein gauche) et celui du corps a la fin de I’expérimentation
calculé par I’équation 17 (Eq.17). Une hypertrophie de 1’organe est noté si 1’l0OS de 1’organe
est élevé par rapport a celui du groupe contrdle. Le gain de poids est défini comme étant la
différence entre le poids final et le poids initial des animaux (g) calculé par 1’équation 18
(EQ.18) (Lopez-varela et al., 1995).

Poids drorgane
10S = g

" Poids corporel total

%100 (Eq. 17)

Gains de poids = Poids Corporel final — Poids Corporel initial (Eq. 18)
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11.2.2.4. Parametres biochimiques
- Laglycemie

Le taux de glucose sérique est estimé par un dosage enzymatique et colorimétrique en
présence du glucose oxydase formant alors du H,O, (Kaplan et al., 1984 ; Trinder, 1969)

selon les réactions suivantes :

Glucose oxydase

Glucose + O, + H,0O Acide gluconique + H,0,

Peroxydase

2 H,0, + Phénol + 4-Amino-antipyrine Quinoneimine + 4H,0

L’insuline

Afin d'analyser si la spiruline pourrait stimuler la libération de I'insuline, les niveaux
sériques d'insuline ont été mesurés aprés le traitement au 70°™ jour. Les niveaux d'insuline
sériques ont été estimés dans chaque échantillon de sang en utilisant la technique immune-
enzymatique (EIA) par le kit immuno-absorbant (Boehringer Mannheim diagnostic,

Manheim, Allemagne).

Parce que des anomalies dans 1’action de l'insuline sont mal détectées par une unique
détermination des niveaux de glucose ou d'insuline (Laakso, 1993; ADACDCIR, 1998), la
résistance a l'insuline a été évaluée par I’estimation du modele d'homéostasie de résistance a
I'insuline (HOMAL1-IR) (Matthews et al., 1985 ; Haffner et al., 2002) comme suit (Eq. 19):

Taux d'insuline a jeun (;—LLJ‘) + Taux de glucose a jeun (mrEol)

HOMA - IR =
0 22,5

(Eq.19)

L’hémoglobine glyquée (ou HbA1c)

La mesure d’HbALc est I’indicateur clé de 1’équilibre du diabéte et ’efficacité d’un
traitement. 1l est le reflet de la glycémie sur les 3 derniers mois, ce qui correspond a la durée
de vie moyenne d’un globule rouge. Le terme "glyquée™ vient de "glucose", le sucre qui est
capté par I’hémoglobine. Le principe de dosage d’HbAlc est fondé sur I’interaction d’un
antigene et d’un anticorps et vise a déterminer directement ’HbAlc dans le sang total.
L’hémoglobine totale et ’'HbAlc se fixent aux particules de latex. Le complexe anticorps et
anti-HbAlc formé donne un produit agglutiné. L’intensité de 1’agglutination est mesurée par
absorbance en spectrophotometre de type Biosystems BTS-310 a A=660 nm et I’HbAlc est

obtenue a partir d’une courbe d’étalonnage.
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- Le bilan lipidique

Le cholestérol total est estimé par hydrolyse enzymatique colorimétrique (Meiattini et
al., 1978 ; Naito et al., 1984 ).

Cholestérol estérase

Esters de cholestérol + H,0O > Cholestérol + acide gras.
Cholestérol oxydase
Cholestérol + O; Cholesténe -4- one- 3 + H,0,.
_ o Peroxydase _ o
H,0, + phénol + 4 aminoantipyrine s Quinonéimine (rose) +H,0.

Les triglycérides sont réalisés par hydrolyse enzymatique colorimétrique par
lipoproteine lipase et glycérol kinase. Le glycérol phosphate déshydrogenase et le peroxydase
servent a quantifier le glycérol libéré apres action de la lipase selon les réactions
suivantes (Buccolo et al., 1973 ; Fossati et Prencipe, 1982 ; Kaplan et al., 1984).

Lipoprotéine lipase

Triglycerides Glycerol + acides gras
Glycérol kinase, Mg*™
Glycerol + ATP Glycerol-3- phosphate + ADP
Glycérol-3-phosphate oxydase
Glycerol-3-phosphate + O, Dihydroxyacétone phosphate + H,0,
Peroxydas

2 H,0; + 4 Chlorophénol + 4 aminoantipyrine Quinone rose + H,0.

Les lipoprotéines plasmatiques HDL-c, VLDL-c et LDL- c précipitent par addition
d’acide phosphotungstique et de chlorure de magnésium. Le surnageant obtenu apres
centrifugation contient le HDL-c est dosé par le réactif liquicolor (Grove, 1979 ; Bitam et al.,
2004). La concentration de LDL-c a condition que les TG soient inférieurs a 3,5 g/L (4
mmol/L) et de VLDL-c est estimé selon la formule de Friedwald et al. (1972) par les

équations suivantes (Eq.20), (Eq.21) :

Triglycerides
5

LDL — ¢ = Cholesterol Total — HDL — C — (Eq.20)
VLDL — ¢ = Cholesterol total — (HDL — C + LDL — C) (Eq.21)
- Risque cardiovasculaire

Le risque cardiovasculaire a été évalué par la mesure du rapport HTR et des indices
CAl, Al et Cl estimés par les équations suivantes de I’Eq 22 a I’Eq 25 (Tableau 5).
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Tableau 5: Evaluation du risque cardiovasculaire

Parametres Auteurs Equations
: HDL — ¢ Eq.22
Le ratio HTR HTR =
Yang et al. (2002) Cholésterol total
o LDL —c Eq.23
Indice d’artére Kayamori et CAI = DL —<
coronaire (CAl) Igarashi, (1994)

_ i Cholésterol total — HDL — ¢ Eq.24
Ikewuchi et - HDL — c

d’athérogénicité (AD) | |\ o\ vuchi, (2009b)

Indice

Indice  cardiaque Eq.25

(Cl) ou Ratio du
risque cardiaque
(CRR)

Ikewuchi et _ Cholésterol total

Ikewuchi, (2009a) cI DL — ¢

- Bilan hépatique
Le glutamate oxaloacetate transaminase (GOT) et le glutamate pyruvate transaminase
(GPT) sériques ont été estimés par voie enzymatique en utilisant le glutamate oxaloacetate
transaminase et glutamate pyruvate transaminase. La phosphatase alcaline (PAL) a été
estimeés par la méthode de phosphate de p-nitrophényl (Murray et al., 1984 a,b ; Klin, 1972;
Saligman et al., 1950 ; Wenger et al., 1984) respectivement selon les réactions suivantes :

GOT
Aspatate + a cétoglutarate —> oxaloacétate + glutamate

GPT
Alanine + o cétoglutarate  ____ 5 pyruvate + glutamate

Alk-
Nitro-4 phénylphosphate H,O %p nitro 4 phénol + phosphate

Le pyruvate et l'oxaloacétate formés réagissent avec 2,4 DNPH pour former leur
dérivé 2,4 dinitrophénylhydrazone, qui donne en milieu alcalin une coloration lisible a 505

nm et proportionnelle a I'activité TGO et TGP dans le milieu réactionnel.

En milieu alcalin, les phosphatases alcalines catalysent I'nydrolyse du p-nitrophénylphosphate
en p- nitrophénol et phosphate. La vitesse d'apparition du p-nitrophénol, suivie par la

variation de I'absorbance a 405 nm, est proportionnelle a I'activité PAL dans I'échantillon.

- Bilanrénal
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L’urée est estimée par la réaction enzymatique avec l’uréase et le glutamate
déshydrogénase. La créatinine sérique a été mesurée par la méthode de picrate de sodium et
l'acide urique a été estime par la réaction enzymatique colorimétrique par l'uricase-POD
décrites par (Kaplan et al., 1984; Murray et al., 1984 ; Fossati et al.; 1980 ; Schultz et al.,

1984) respectivement.

Urease

Urée + H,0O > 2 NH; + CO,
Uricase

Acide urique + 2 H,0; + O, ———> Allantoine + CO;, + H,0,
Peroxydase

H,O, + 4 AAP + DHBS —_— Quinone + H,0, + HCI
- Protéines totales et électrolytes (les ions)

Les protéines totales sériques ont été estimé par une réaction colorimétrique en

présence de sel de cuivre (Koller et al., 1984 ; Burtis et al., 1999).

Les ions Sodium (Na), Potassium (K) et le Chlore (CI) plasmatiques ont été estimés
par ionogramme type « Alfa Wassermann Starlyte Il analyseur d’électrolytes, Diamond
Diagnostics - USA» en utilisant les kits de SPINREACT (Annexe 6).

- Le stress oxydatif

A la lumiére de certaines complications évidentes du diabéte sucré causées ou
aggravées par un stress oxydatif, l'effet de Spirulina platensis a été étudié chez les rats
diabétiques et hyperglycémiants (diabete de type 1 et 2). Les activités antioxydantes des
enzymes [superoxyde dismutase (SOD), le glutathion peroxydase (GPx), et de la glutathion
réductase (GRX)] et le statut antioxydant total (TAS) ont été déterminés par des Kits Randox
(Randox Laboratories-nous Ltd, Kearneysville, Virginie-Occidentale, Etats-Unis) par
spectrophotométrie UV/visibles (McCords et Fridovich, 1969, Paglia et Valentine, 1967 ;
Goldberg et Spooner, 1983).

Le dosage de la SOD utilise la xanthine et la xanthine oxydase (XOD) pour générer
les radicaux superoxydes qui réagissent avec 2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-
phenyltetrazolium chloride (I.N.T.) pour former le formazan de couleur rouge. L’activité de la

SOD est mesurée par le degré de I’inhibition de la réaction comme sulit :
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SOD
. . +
O +0_ +2H » O+HO
2 2 2 2 2
XOD
Xanthine » Acide urique + 02.
0,
IN.T. > Formazan (coloration rouge)

La GPx catalyse I'oxydation du glutathion (GSH) par Cumene hydroperoxyde. En
présence du glutathion reductase et NADPH, glutathion oxydé (GSSG) est convertie
immédiatement en glutathion réduit et NADPH est oxydé en NADP*. Le GRx catalyse la
réduction du glutathion (GSSG) en glutathion réduit (GSH) en présence de NADPH, qui

s’oxyder en NADP", selon la réaction suivante:

GPx
2 GSH + ROOH —> ROH + GSSG + H,0

GR
GSSG+NADPH+H" — 5 NADP"+ 2GSH

NADPH + H* + GSSG —CRX_5 NADP* + 2 GSH

Le status antioxydant total (TAS) dans le sérum a été mesuré par quantification totale
d'antioxydants en utilisant la formation de radicaux ABTS+. L'analyse est basé sur une

méthode colorimétrique enzymatique (Miller et al., 1993).

L’ABTS® (2,2'-Azino-di-[3-ethylbenzthiazoline sulphonate]) est incubé avec la
peroxydase (metmyoglobin) et I’H,O, pour produire le cation radical ABTS® ™. L’apparition
d’une couleur stable bleue verte est mesurée au spectrophotométre a 600 nm. Les
antioxydants contenus dans 1’échantillon provoquent la suppression de la couleur a un degré

proportionnel a leurs concentrations selon les équations suivantes :

111 v
HX-Fe +HO, > X-[Fe =0]+HO

® v ®*+ 111
ABTS +X-[Fe =0] ABTS +HX - Fe

Avec ;
HX-Fe'"': Metmyoglobine.

X - [Fe" = 0]: Ferrylmyoglobine.
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Le malondialdéhyde (MDA) est un produit de peroxydation lipidique dosé par la
méthode TBARS au niveau du plasma. D’autres entités radicalaires peuvent aussi se former
au cours de la peroxydation lipidique. Ces entités sont connues sous le nom TBARS
(Quintanilha et al., 1982). La mesure de peroxydation des lipides se fait par

spectrophotométrie.

Les échantillons sont incubés en présence d’un mélange de TBA a 0,37 %, TCA a 15
% et HCI a 0,25 N a 80°C pendant 30 mn. Apres refroidissement et centrifugation, la
quantification du complexe est effectuée par spectrophotométrie a 540 nm. La concentration
de MDA est déduite a partir d’une gamme étalon établie dans les mémes conditions avec 1,1 ;
3,3 tétraétoxypropane (0 a 10 uM) qui donne le MDA aprés son hydrolyse en solution. Les

résultats du dosage sont exprimés en nmol/gramme de protéines.
I1.2.2.5. Sacrifice et prélévement d’organes

A la fin de ’expérimentation les animaux sont sacrifiés (Annexe 4). Le foie et les
reins sont prélevés et pesés. Une partie du foie, du pancréas et des reins est fixée dans deux
bains a savoir le boins aqueux et le formaldehyde a 10% puis conservée dans un bain d’attente

d’éthanol, apres 24 h pour 1’étude histologique (Harkness et Wagner, 1983) (Annexe 7).
11.2.2.6. Histologie

Les coupes histologique des organes ont été réalisées au niveau de I’Hopital de Parnet,
laboratoire d’anpathologie d’Alger en utilisant la technique de Martoja et Martoja, (1976), a
1I’hématoxyline et a I'éosine (H&E) et au Trichrom de masson (T.M) comme suit :

- Fixation des organes dans le formol a 10% pour les protéger de toute hydrolyse due a la
libération des enzymes contenues dans les lysosomes cellulaires, la mise des organes dans des

cassettes référenciées et les rincer a 1’eau courante.

- Déshydratation des organes dans un automate contenant des bains d’alcool éthylique
pendant 30 min/ bain et éclaircissage par 4 bains de xylene pendant 15 minutes chacun.

- Imprégnation des organes dans deux bains de paraffine liquide fondue a 60°C, 1h chacun (le

1% bain contient 50% de paraffine et 50% de toluéne, le 2°™ contient de la paraffine pure).

- Inclusion des organes et la mise en bloc : I’inclusion est réalisée en écoulant la paraffine
dans des moules métalliques suivie par 1’inclusion, 1’orientation des organes dans le moule et

le refroidissement des blocs de paraffine sur une plaque réfrigérée pendant environ 15 min.

52



Chapitre 11 : matériel et méthodes

- Confection des coupes : les blocs de paraffine ont été coupées sous forme de ruban a I’aide

d’un microtome type 820 Rotary Microtome.

- Etalement des rubans de coupes sur des lames gélatinées pour la fixation suivie par un

séchage des lames dans 1’étuve pendant une nuit.

- Déparaffinage par hydratation : le déparaffinage des lames est réalisé dans une batterie a 2
bains de xyléne pendant 15 min chacun, alors que I’hydratation est faite dans 3 bains

d’éthanol 2 min chacun et finalement un bain d’eau distillée 1 min.

- Coloration : Elle permet de mettre en évidence les structures tissulaires et cellulaires. Les

coupes sont colorées par le Trichrome de Masson et I’hématoxyline & a léosine.
e Coloration a I'hématoxyline et a I'éosine (H&E)

La coloration d’HE a été réalisée dans un bain d’hématoxyline de Groat pendant 3 min
puis rincer a 1’eau courante (5 min) suivie d’un bain de 1’éosine (30 secondes) et finalement

rincer rapidement a I’eau courante.
e Coloration de Trichrome de masson (T.M)

La coloration T.M a été réalisée dans un bain d’hématoxyline de Groat pendant 3 min
puis ringage a I’eau courante suivie d’un bain de fushine ponceau et a la fin on procéde a un
rincage a l’eau courante. Les lames sont ensuite émergeées dans un bain de solution

phosphomolybdique - phosphotigstique suivie d’un bain de vert de lumiére.

Apreés chaque coloration les lames sont déshydratées dans 3 bains d’éthanol ensuite

dans un bain de xyléne pour I’éclaircissement et finalement séchage des lames a 1’étuve.

-Montage: une lamelle a été fixée a I’aide d’un I’Eukitt sur la lame portant la coupe

histologique de I’organe. Les lames sont ensuite nettoyées par le xyléne et séchées.

- L’observation des coupes au microscope optique Leica aux grossissements (Grx10, Grx40

et Grx100) et la prise de photos par un photo-microscope.
11.2.2.7. Profil toxique de la spiruline

L’étude de toxicité aigué ou de profil de sécurité de spirulina platensis a été réalisée
pour diverses concentrations de S.platensis (Smith, 1960), sur 7 groupes (8 rats/groupe). La

durée de I’expérimentation est allongée a 1 mois.

Différentes concentrations de spiruline ont été administrées par voie orale par gavage

aux rats sains sauf, pour le groupe témoin qui regoit uniquement de 1’eau distillée. La solution
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aqueuse de SP a été préparée en dissolvant la poudre de 1’algue dans de I'eau distillée et la
concentration a été ajustée de maniere a ce qu'elle ne dépasse pas 1 mL/100 g/ rat. (Tableau
6). Le comportement des animaux, la toxicité et la mortalité ont étaient suivies

quotidiennement, en plus de la pesée des rats chaque 10 jours pendant une durée de un mois.

Tableau 6: Estimation de profil sécuritaire de la spiruline sur des rats Wistar

Groupes Quantité de spiruline (p/v)
Groupe témoin Eau distillée

Gl 5%
G2 10%
G3 20% 1 mL/ jour
G4 40% S.platensis
G5 50%
G6 80%
G7 100% (50% deux fois) 2mL/jour

11.3. CULTURE DE LA SPIRULINE

11.3.1. Matériel végétal

La souche de spiruline (Spirulina platensis) en culture nous est fournie de 1’école
nationale supérieure agronomique (ENSA) EIl harrach, Alger, laboratoire de technologie
alimentaire. L’optimisation de la culture de spiruline est faite dans des photo-bioréacteurs en
verre et en PVC au laboratoire de technologie alimentaire de I’ENSA et le laboratoire de sols
et génie agroalimentaire, faculté des sciences de l'agriculture et de l'alimentation, université

Laval Québec, Canada.
11.3.2. Méthodes
11.3.2.1. Optimisation de la culture de spiruline

Les conditions de croissance de Spirulina platensis affectent les processus
métaboliques et la composition biochimique des cellules. L’optimisation de la culture de
spiruline consiste a I’augmentation de la quantité d’inoculum et de milieu de culture. La
culture de cette algue est transférée dans une bouteille verre stérile de 1L contenant 100 mL
de milieu de culture Zarrouk et maintenue & 25 a 30°C= 3°C et pH basique initiale 8,35

10,21 et 10+0,32 par la suite, sous éclairage continue par des tubes fluorescents (18 Klux ;
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24h/24h, cycle ombre-lumiere) et un taux de salinité inférieur a 30 g/L (17 £3 g/l) mésuré par

un conductimetre électrique type WTW,1971, Allmagne.

Les cultures ont été mélangeées et barboter en continu a 1’air comprimé passant par une
colonne d’humidification remplie d’eau ou sous agitation continue (150 tr/min) pendant 2 ans
(2014-2015-2016) (Madkour et al., 2012). (Figure 11 et 12).

16 mLde SP 30 mL de SP 60 mL de SP 5L deSP

| [ | [ T | L .. Récolte &
1% jour — 7°™ jour __ 14°™ jour __ 21°™ jour _ 28" jour ——~ repiquage

! ! ! !

100 mLde MC 250 mL de MC 500 mL de MC 10L de MC

Figure 11: Culture de la spiruline en fonction du temps.

SP : Spirulina platensis ; MC : Milieu de culture.

Figure 12: Montage d'optimisation de la culture de Spirulina platensis dans un

photobioréacteur (Aissaoui O., 2017, Laboratoire de technologie alimantaire et nutrition
humaine a I’école nationale supérieuere agronomique, Alger, Algérie & laboratoire de

sol et génie agroalimentaire, uniersité laval, Québec, Canada).
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(A) 1% jour ; (B) 7°™ jour (C) 14 éme jour ; (D) 21 *™ jour et (E) 28 ®™ jour. Spirulina platensis a été cultivée en
milieu Zarrouk préparé on ajoutant 1mL/L de chacun des solutions A5 et B6 (Zarrouk, 1966) Tableau 7.

Tableau 7: Composition du milieu de culture Zarrouk de la spiruline (Zarrouk, 1966)

Sels [C] o/L | Sels (Solution A5) | [C] g/l | Sels (Solution B6) | [C] g/l
Na HCO; 29,00 H3BO0,4 2,860 | NH;VO; 0,02296
NaNO; 3,00 Mn Cl, .4H,0 1,810 | K,Cr (SOy4)4. 2H,0 | 0,09600
NaCl 1,00 Zn SO,4 7H,0 0,220  Ni SO4 7H,0 0,04785
KCI 1,00 Cu SO4, 7H,0 0,079 | NaWOQO,.2H,0 0,01794
Na, SO, 4,00 MoO; 0,015 | Ti (SOy)3 0,04000
Mg SO,. 7TH,0 | 0,50 CO (NOg3),, 6H,0 | 0,04394
CaCl, 0,04
K;HPO, 0,50
Fe SO,.7TH,O 0,01
EDTA 0,11

11.3.2.2. Préparation de I'extrait brut de spiruline

Enfin de culture (aprés 28 jours), on procéde a la séparation de la biomasse du milieu
de culture. La récolte de la spiruline est réalisé par filtration de la culture avec une toile
sérigraphiée (150-200 mesh) (Annexe 8), le filtrat obtenu est laveé deux fois avec de 1’eau
distillée puis centrifugé a 3700 tr/min pendant 2h, 4°C. Le culot de spiruline est séché a I’air
libre & 22 + 2°C et a I’obscurité pour avoir une meilleure conservation des sucres, des
protéines et de la structure des filaments puis broyé avec un mélangeur (Vorwerk Thermomix
TM le 31, Wuppertal, Allemagne) jusqu’a I’obtention d’une poudre homogéne. Cette derniere
est ensuite conservée dans des boites fermées hermétiquement a 1’abri de ’air et d’humidité a

4°C jusqu’a utilisation (Oztiirk et Tarhan, 2012).
Apreés la récolte on repique de nouveau la spiruline et le milieu de culture fraichement
prépare.
11.3.2.3. Analyse de croissance de la spiruline

La composition nutritive et bioactif de la spiruline est trés variée et dépend des
conditions de croissance, de la récolte et de séchage des microalgues comme déja expliqué.

Par conséquent, I’¢tude de la composition phytochimique et biochimique de cette microalgue

est importante pour leur utilisation comme compléments alimentaires.
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L'analyse des différents parameétres tels que le pH, les caroténoides totaux,
Chlorophylle a, Chlorphylle b, phycobiliprotéines, ont été déterminés par spectrophotométrie
« spectrophotométre UV-VIS », la méme technique a été utilisé pour la détermination des
phycobiliprotéines aprés une précipitation fractionnée avec du sulfate d'ammonium tel que
rapporté par Lichtenthaler et Wellburn, (1985) ; Anamika et al., (2005) respectivement.
Alors que le dosage de protéines totales, de métaux lourds, de cendre,...ctc ont été déterminés

par les mémes méthodes suivies auparavant.

Une identification de la pureté de la culture de spiruline a différents grossissement a
été effectuée au microscope optique type Olympus BX51 (Center Valley, PA, USA) équipé
d’une caméra numeérique avec capteur CCD Sony : Photometrics CoolSNAPfx (Roper
Scientific, Ottobrunn, Germany) et un logiciel de traitement d’images : Image-Pro® Plus pour

Windows™ (Media cybernetics Inc, Silver Spring, MD) pour la prise de photos (Annexe 9).
I1.4. CONCEPTION D’UN NUTRACEUTIQUE DE LA SPIRULINE

Dans une société qui se tourne de plus en plus vers le naturel, pour se nourrir et se
soigner, la spiruline se présente comme un aliment de santé d‘avenir pour la consommation
humaine soutenue par sa longue histoire d'utilisation comme source de nourriture. Toutefois,
de rares cas d'effets secondaires chez I'hnomme ont été rapportés, pour cela le contrdle de la
qualité de croissance de la spiruline pour éviter la contamination et garantir la sécurité de

produit final est obligatoire avant son utilisation dans la nutraceutique (Deng et Chow, 2010).
11.4.1. Matériel végetal
L’étude est portée sur I'utilisation de :

- Farine de blé tendre commerciale a usage biscuitier fournie par [’unité de production
d’oued Tlilat d’Oran « moulin HABOUR », préparé pour la biscuiterie - LU DANONE
ALGERIE- en 2015-2016. L’origine du blé est un blé francais Importé par I’O.A.1.C.

- La spiruline cultivée est récoltée au cours de la phase stationnaire puis séchée et broyée.

Le stockage des échantillons a été fait dans des bocaux en verre & une température de +4°c

afin d’en préserver les caractéristiques.
11.4.2. Formulation de nutraceutique (cas du biscuit)

Le biscuit est une matrice vitreuse moulée par les sucres (saccharose en particulier) et
remplie par ’amidon, le gluten et la matiére grasse et de tous autres produits alimentaires,

parfums et condiments autorisés, susceptibles, apres cuisson de conserver ses qualités
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organoleptiques et commerciales pendant une durée supérieure a une année (biscuit sec). Sa
structure se compose d’un réseau composé d’amidon et de protéines, ou la matiére grasse
vient remplir les interstices de la structure rigide aéree (Kiger et Kiger, 1967 ; Flint et al.,
1970 ; Mohtadji-Lamballais, 1989 ; Chevallier et al., 1999).

En respectant le procédé de fabrication du nutraceutique « biscuit type sec » témoin
(T) selon la formule établie par Sudha et al. (2007b) a base de farine biscuitiere de blé
tendre. La méme formule et les mémes ingrédients du biscuit ont été utilisés tout en
incorporant a la farine, la poudre de S.platensis a des taux variables de 0,3 — 0,6 — 0,9 et 1%.
(Tableau 8).

Tableau 8: Composition du nutraceutique

Matiére premiere Taux d’incorporation (g) | Echantillon | Farine (%) | SP (%)
Farine 300 Témoin 100,00 0,0
sucre 90 F.SP1 99,70 0,3

Graisse végétale

60 F.SP 2 99,40 0,6
(Shortening 38 /40)
Sel (NaCl) 3,0 F.SP3 99,10 0,9
Bicarbonate de sodium 1,2 F.SP 4 99,00 1,0
Bicarbonate d’ammonium 3,0
Dextrose monohydrate 6,0
Lait ecréme (CI) 6,0
Eau (CI) 56

F.SP : Farine Spirulina platensis. Les chiffres de 0,3 a 1% sont les pourcentages de substitution en farine de
Spirulina platensis. Recette de 30 biscuits.

Le mélange des ingrédients et le procede de fabrication du biscuit a été réalisé selon la
méthode indirecte dite de crémage (Olewnik et Kulp, 1984; Boudrreau et Menard, 1993 ;
Mridula et al., 2007) (Figure 13).

58



Chapitre 11 : matériel et méthodes

Meélange des ingrédients : dans un pétrin type HOBART, on mélange la matiere grasse avec

le sucre a la vitesse (61 tours/minutes) pendant 3 min.

U

On fait dissoudre le sel, le bicarbonate de sodium et d’ammonium dans 1’eau qu’on ajoute a
la préparation précédente. On mixe le tout pendant 5 a 6 min a la vitesse 2 (125 tours/min)

on obtient une creme homogene.

24

On ajoute la farine ou la farine mélangeée a la spiruline et le lait au mélange crémeux et on

mélange le tout pendant 3 min & la vitesse 1 (61 tours/min).

O

Le moulage des pates effectué dans un laminoir mécanique, les biscuits en fin de moulage

ont une épaisseur de 5,5 mm et un diamétre de 65 mm.

2 84

La cuisson est une opération importante, car elle dépend le gott et I’aspect des biscuits. Le
four utilisé est composé de quatre étages, a température indirecte et ventilé. La température

du four est de 205 °C et le temps de cuisson est de 9 a 10 minutes.

2 84

Refroidissement et empaquetage : a la sortie du four, les biscuits sont refroidis totalement
a l’air libre pendant 15 min. Les biscuits sont pesés et refroidis son empaquetés

manuellement dans un film en polypropyléne et étiquetés en fonction du taux

Figure 13:Diagramme de fabrication du biscuit enrichi en spiruline (Nutraceutique)
(Olewnik et Kulp, 1984 ; Baudrreau et Menard, 1993 ; Mridula et al., 2007).

11.4.3. Caractéres physiques du biscuit

Les analyses physiques des biscuits sont effectuées selon des critéres proposés
par Benoualid, (1987); Sudha et al. (2007b), et qui consiste en: la Masse (g), I’é¢talement
est determiné par la formule suivante (Eg. 26) en utilisant un pied a coulisse, la surface (S en

Cm?) et le volume du biscuit (V en cm®).

Diametre (mm)
Etalement = - Eq.26
Epaisseur (mm)
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11.4.4. Caractéres organoleptiques du biscuit

L’analyse sensorielle a donc pour but de décrire les caractéristiques organoleptiques
des produits de fagon objective et quantifiable selon des critéres bien défini d’aspect, de
texture, de saveur et d’arobme (Luquet et Corrieu, 2005). Les caractéristiques
organoleptiques déterminées sur les biscuits sont : la couleur de la crodte, la texture et la

saveur.
11.4.5. Modalités d’évaluation sensorielle

Le consommateur désire des biscuits qui correspondent a son godt et qui lui procurent
des satisfactions sensorielles. Dans ’appréciation des différents caractéres organoleptiques
des biscuits, I’analyse sensorielle s’est faite sur la base d’un questionnaire, suivant la méthode
décrite par (Sanchez et al.,, 1983). Elle consiste a donner des points aux différentes
caractéristiques organoleptiques des biscuits sur une échelle hédonique de 9 points, le
maximum des points recueillis est de 27 (Hooda et Jood, 2005) comme sulit :

V' Couleur de 1a Crofite ..........ccevvueeeeeeeeeeiiieeeeee..2 9 S,
N TOXEUIC ..o, : 9 pts.
N SAVEUL. e : 9 pts.

SOMIME .o e 27 pts

Cette notation est fonction de 1’appréciation personnelle de celui qui juge ou apprécie
le produit, et les résultats obtenus ne peuvent pas étre considérés comme absolus. Le jury
d’appréciation est composé de 9 personnes choisies du laboratoire de contrdle de qualité de la
biscuiterie SARL I1SO9 international ISSER- DELIC, Boumerdes, Algérie. Les tests de
dégustation d’évaluation sensorielle des biscuits ont été faits aprés 72h de production, apres 6

mois et 14 mois de conservation selon un formulaire de réponse nutraceutique (Annexe 10).
11.4.6. Etude économique du nutraceutique

Cette étape a pour but d’évaluer le colt d’un biscuit enrichie de spiruline. Pour cela,
nous avons pris en considération le codt de toutes les matieres premiéeres en dehors des taxes.
Le prix de vente de SP sur le marché est entre 90 et 150 € le kg. Dans 1’étude économique de
biscuit enrichi en SP on a pris le prix de 130 € le kg (=25000 DA/Kg ; avec 1€ =<190DA) a
consommation humaine. Le prix retenu de la SP dans cette étude est prix comme exemple du
magasin NATURALTA, France. Le co(t de cette derniere varie en fonction de la région et de

son état de vente (poudre, gélule ou comprimé) (Charpy et al., 2008).
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11.5. ANALYSES STATISTIQUES

Une étude descriptive des résultats était réalisée pour tous les parametres mesurés

(Moyenne £ ESM).

La comparaison de moyennes des différenets gropes a été réalisée par le test de
Student (Test t).

Les analyses de la variance ont été réalisées par le logiciel statistiqgue XLStat 2010 et

Saistica 2014.

La correlation entre les différéntes caracteres du nutraceutique a été réalisé par le

logiciel de statistique « Statistica 2014 » en comparant les différents groupes de biscuit.
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RESULTATS

11.1. CARACTERISATION PHYTO-CHIMIQUE DE LA SPIRULINE

I11.1.1. Estimation quantitative des phenols totaux et des flavonoides

Les composés phénoliques comme piégeurs de radicaux libres jouent un réle majeur
dans l'activité antioxydante de nombreux produits alimentaires et dans la stabilité de
I’oxydation des lipides (Cakir et al., 2003 ; Gezer et al., 2006; Turkoglu et al., 2007). En
outre, les phénols ont été rapportés pour présenter les propriétés pharmacologiques
anticancéreux, antiviral, antimicrobiennes, anti-inflammatoire ou antitumoral, les accidents
vasculaires cérébraux et dans le contréle du diabéte (Ahmad et Mukhtar, 1999; Sun et al.,
2002; Vasco et al., 2008; Thomas et Kim, 2011).

Le tableau 9 résume les résultats du dosage des phénols et flavonoides totaux
présents dans la spiruline. Les teneurs ont été calculés a partir des courbes d’étalonnage
(Annexes 11 et 12) avec des coefficients de corrélation r2= 0,99 et exprimées en
milligrammes équivalent acide gallique par gramme d’extrait de S.platensis (mg EAG/g
extrait) et en milligrammes équivalent quercétine par gramme d’extrait de S.platensis (mg

EQ/qg extrait) des composés phénoliques et des flavonoides respectivement.

Tableau 9: Teneurs des phénols et des flavonoides totaux des extraits de spiruline

Spirulina platensis Les phénols totaux Les flavonoides totaux
(mg EAG/g extrait) (*) (mg EQ/g extrait) (*)
Extrait aqueux 5,54 +0,41 1,82 + 0,05
Extrait éthanolique 5,12 £ 0,26 1,52 + 0,04

(*) : Moyenne de trois essais + ESM.

Le tableau 9, montre que I'extraction en utilisant I'eau distillée (extrait aqueux) est la
méthode la plus efficace pour la détermination des phénols totaux et des flavonoides avec un
taux de 5,54 mg EAG/g d’extrait et 1,82 mg EQ/g d’extrait respectivement en comparaison
avec le dosage fait par 1’éthanol 95% avec 5,12 mg EAG/g d’extrait et 1,52 mg EQ/g d’extrait

respectivement.

Des résultats similaires a ceux rapportés Machu et al., (2015) ; Shanab et al.,
(2012), I’extrait aqueux de Spirulina platensis a enregistré les meilleurs résultats des

composés phénoliques en comparaison avec d’autres microalgues avec un taux de 4,8 + 0,74
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mg/100 g EAG, alors que Liu et al., 2011 ; Aouir et al., 2017 ont trouvé des résultats
supérieurs. Le contenu phénolique total de S. maxima cultivé dans différentes concentrations
de nitrate de sodium et/ou combinés avec la phénylalanine varie de 4,51 a 16,96 mg/g en
poids sec, et de 1,32 & 5,12 mg/g poids sec en flavonoides (Abd EI-Baky et al., 2009).

Les teneurs des composés phénoliques de la spiruline atteint presque les mémes
teneurs trouvés dans 62 fruits allant jusqu’a 5,9 mg/g EAG (Fu et al., 2011). Alors que pour
56 légumes et 223 plantes médicinales, les teneurs de ces composés étaient supérieur a ceux
enregistrés par la spiruline avec un taux de 23,3 et 101,3 mg/g EAG poids sec respectivement
(Deng et al., 2013 ; Li et al., 2013). Seulement les extraits aqueux de certaines plantes

intéressantes industriellement ont dépassé 397 mg/g EAG (Dudonné et al., 2009).
111.1.2. Evaluation quantitative des phycobiliprotéines

Les phycobiliprotéines sont les principaux pigments photosynthétiques accessoires
chez les cyanobactéries brillamment colorés et solubles dans I'eau, organisés en complexes
supramoléculaires, appelés phycobilisomes, assemblés sur la surface externe des membranes
thylakoidales (Anamika et al., 2005 ; Hemlata et Fareha, 2011).

Les cyanobactéries produisent quatre classes principales de phycobiliprotéines,
I’allophycocyanine (A-PC, vert bleuéatre), la phycocyanine (C-PC, bleu), la phycoérythrine
(PE, violet) et la phycoerythrocyanine (PEC, orange) (Bryant et al.,, 1979 ; Sekar et
Chandramohan, 2007), la PC représente la principale composante de la famille de
phycobiliprotéine. Les résultats de I'évaluation quantitative des phycobiliprotéines contenu
dans Spirulina platensis sont présentés dans le tableau 10.

Tableau 10: Evaluation quantitative de la teneur en phycobiliprotéines de S.platensis

Phycobiliprotéines (%o, p/p) (*) Les phycocyanines (*)
Facteur de séparation Ratio de pureté
C-PC A-PC PE (A620/A652) (A620/A280)
16,54+ 0,12 | 2,06 +0,11 | 1,34+0,08 5,50+ 0,16 4,12 £0,13

(*) : Moyenne de trois essais + ESM.
Les résultats de I'évaluation quantitative des phycobiliprotéines de S.platensis ont
révélé que la fraction phycocyanine (C-PC) présente le composant majeur par rapport aux
autres fractions de phycobiliprotéines les allophycocyanines (A-PC) et les phycoérythrines

(PE) avec un pourcentage de 16,54 ; 2,06 et 1,34% respectivement.
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La méthode utilisée pour la séparation et la purification du PC dans 1’étude a montré
son efficacité avec une pureté de 4,12 et un facteur de séparation des C-PC des A-PC de 5,5
(Tableau 10).

Les résultats obtenus corroborent avec ceux trouvé par Anamika et al. (2005), qui
ont déterminé le taux de phycobiliprotéine dans trois espéces de cyanobactéries, Spirulina sp.,
présente le taux le plus élevé de C-PC 17,5 par rapport a Phormidium sp., et Lyngbya sp.,
avec un taux de 4,1 et 3,9% respectivement. Des valeurs faibles par rapport a nos résultats ont
été trouées par Aouir et al. (2017) (=6%) avec des valeurs assimilables de des A-PC et PE.
Cependant, un taux de PC, A-PC et PE de S. platensis (14,8; 2,3 et 1,1 (%, p/p) a été
enregistré par Banji et al. (2013) respectivement. Le ratio de pureté et le facteur de séparation
des C-PC sont de 2,66 et 3,13 respectivement (Anamika et al., 2005). Un ratio superieur a

0,7 de pureté a été enregistré par la souche Spirulina par Aouir et al. (2017).
111.1.3. Evaluation quantitative des chlorophylles et des caroténoides totaux

La chlorophylle est un pigment naturel présent dans les plantes, les algues et certaines
bactéries photosynthétiques utilisée en industrie alimentaire, cosmétique et pharmaceutique.
Les caroténoides sont des pigments classés en caroténes, xanthophylles, béta-caroténe, lutéine
et violaxanthine (Cuellar-Bermudez et al., 2015). Le taux de chlorophylle a, b et des

caroténoides totaux contenus dans la spiruline sont dans le Tableau 11.

Tableau 11: Evaluation quantitative des Chlorophylles et caroténoides totaux de S.platensis

Chlorophylle a (*) Chlorophylle b (*) Caroténoides (mg/L) (*)
3,33 +0,15 2,18 £ 0,09 3,80+ 0,20

(*) : Moyenne de trois essais + ESM.

La teneur en chlorophylles a et b dans 1’algue étudiée sont de 3,33 et 2,18
respectivement. Tandis que les caroténoides totaux ont étaient de 3,8 mg/L (Tableau 11). Des
résultats légerement comparables ont été trouvés par Aouir et al. (2017), avec une valeur
moyenne de 4,47 et 1,7 mg/g en Ca et Cb respectivement. Le Chl a est le principal pigment

photosynthétique chez les microalgues par rapport a Cb (Richmond, 2004).

Des résultats conformes ont été trouvés par plusieurs auteurs avec un taux de
caroténoides situant entre de 3,2 et 8,9 mg/g dans plus de 50 souches de spiruline (Pierlovisi,
2007 ; M'baye et al., 2011 ; Banji et al., 2013 ; Aouir et al., 2017). Cependant, Kent et al.
(2015) ont trouvé les valeurs de 12,33 et 1,45 mg / g de chlorophylles et de caroténoides,
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respectivement, dans la méme souche de spiruline. Ces différences peuvent étre dues aux

conditions de croissance de Spirulina (Kumar et al., 2011 ; Aouir et al., 2017).
I11.1.4. Evaluation de ’activité de piégeage de radicaux libres de la spiruline
% Activité de piégeage du radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH.).

La réduction du DPPHe- est contrélée en mesurant 1’absorbance de la solution a une
longueur d’onde caractéristique (517 nm). Cependant 1’habilité des extraits phénoliques de
céder des protons hydrogénes est mesurée par spectrophotométrie apres disparition de la
couleur violette de la solution méthanolique contenant le radical DPPHe. La forme réduite de
ce dernier, confére a la solution une coloration jaune pale, le virage de couleur et I’intensité de
la décoloration dépend de la nature, la concentration et la puissance de la substance anti-

radicalaire (antioxydante) (Koleva et al., 2002).

Les activités de piégeage obtenues pour les deux extraits aqueux et éthanolique de

Spirulina platensis comparées a celles du BHT sont reportées dans le Tableau 12.

Tableau 12: Activité antioxydante DPPH des extraits de spiruline et de BHT In vitro.

Concentration des extraits

Activité de piégeage du radical DPPH (%) (*)

(mg/mL) Extrait aqueux = Extrait éthanolique BHT

10 18,22+0,42 10,00+0,44 31,40%0,70

20 27,13+0,13 17,18+0,25 42,14+0,48

50 44,14+0,53 39,33+0,28 62,49+0,68
100 64,99+0,20 56,01+0,72 73,15+0,85
200 71,06+0,17 65,24+0,40 80,62+0,31
400 76,10+0,35 71,12+0,33 84,70+0,52
600 80,14+0,30 75,17+0,61 86,35+0,59
800 83,00+0,17 79,13+0,42 88,81+0,27
1000 87,26%0,31 80,72+0,64 91,07+0,12

(*) : Moyenne de trois essais + ESM.
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La capacité de piégeage des radicaux libres mesurés par le dosage DPPH a révélé
qu’avec l'augmentation de la concentration des extraits, une augmentation de DPPH a piéger
les radicaux libres a été observée. En effet, a faibles doses (10 mg/mL), les extraits aqueux et
éthanolique présentent une action faible vis-a-vis des radicaux libres 18,22 et 10 (%)
respectivement en comparaison a celle du BHT (31,40%). On note aussi, que I’extrait aqueux
est plus réducteur du radical DPPHs., ainsi avec la concentration la plus élevée 1000 mg/L, les
valeurs d'inhibition atteignent le maximum considérer avec 87,26 et 80,72 (%) pour les deux
extraits aqueux et éthanolique respectivement en comparaison avec le standard BHT (91,07%)
(Tableau 12).

Les résultats obtenus corobore avec ceux trouvé par Shalaby et al. (2010), a une
concentration 50 et 100 (mg/mL), une activité antioxydante en DPPH de 30,0 et 32,0 (%) et
65,0 et 75,0 (%) pour les extraits aqueux et éthanolique respectivement a été enregistrée. Des
resultats plus faibles ont étaient notés par Chu et al. (2010). En plus, nos extraits présentent
une faible activité antioxydante DPPH en comparaison avec l'antioxydant standard
« hydroxyanisole butylé (BHA) (E210) » mais comparables aux antioxydants de références :
la vitamine C et la vitamine E (Shalaby et al., 2010 ; Chu et al., 2010).

% Activité de piégeage du radical ABTS

Selon Lemanska et al. (2001) ; Awika et al. (2003), le test de mesure du pouvoir de
piégeage du radical ABTS. * est utilisé dans de multiples supports pour la détermination des
capacités antioxydantes hydrophiles et lipophiles des extraits et des fluides corporels. Les
résultats obtenus du test ABTS des extraits aqueux et éthanolique de S.platensis et de

I’antioxydant synthétique BHT sont illustrés dans le Tableau 13.

D’aprés les résultats obtenus, une forte activité inhibitrice des extraits aqueux et
éthanoliques de spiruline en comparaison avec le standard BHT a été notée. Cependant,
I’extrait aqueux présente une activité antiradicalaire ABTS plus élevé que Dextrait
éthanolique. Pour la concentration la plus faible testé 10 mg/mL, les valeurs enregistrées sont
de 23,28 et 17,06% respectivement pour les deux extraits étudiés. Alors qu’a la concentration
1000 mg/mL, I’activité antioxydante des deux extraits dépasse les 85%, ce qui signifie une
forte activité antioxydante, mais les valeurs restent toujours inférieures a celles obtenues par
I’antioxydant de référence le BHT avec 95,33% (Tableau 13).

Les concentrations 50 et 100 (mg/mL) d’extraits ont enregistrées une activité
antioxydante en ABTS similaires (65,0 et 34,8 %) et (64,8 et 81,7 %) pour les extraits aqueux
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et éthanolique respectivement. Alors que nos extraits présentent une faible activité
antioxydante en comparaison aux antioxydants standards I'nydroxyanisole butylé (BHA), la
vitamine C et la vitamine E (Shalaby et al., 2010 ; Chu et al., 2010).

Tableau 13: Activité antioxydante ABTS des extraits de spiruline et de BHT In vitro.

Concentration des extraits | Activité de piégeage du radical ABTS (%) (*)

(mg/mL) Extrait aqueux | Extrait éthanolique BHT

10 23,28+0,57 17,06+0,73 35,19+0,35

20 34,10+0,12 24,23+0,01 46,01+1,01

50 53,02+0,77 45,94+0,18 68,00+0,26
100 70,19+0,14 61,20+0,30 77,07+0,74
200 79,00+0,36 71,98+0,37 86,10+0,30
400 83,22+0,31 79,0940,23 88,15+0,12
600 85,09+0,26 83,00+0,07 90,01+0,11
800 87,01+0,47 85,24+0,08 90,88+0,32
1000 90,32+0,15 86,46+0,04 95,33+0,23

(*) : Moyenne de trois essais + ESM.

Les résultats obtenus des deux tests DPPH et ABTS sont comparables a ceux trouvé
par Shanab et al. (2012), I’extrait aqueux de S.platensis a 100 mg/mL avec (69 et 80,2%) et
(75,9 et 85,6%) pour I’extrait et BHT des tests DPPH et ABTS respectivement ce qui montre
la sensibilité du test ABTS de celui de DPPH.

En plus des résultats obtenus, le pourcentage de I’activité antioxydante de
S .platensis est de 46,56 % =+ 0, 72 en comparaison avec ’antioxydant de référence le BHT
avec 81,35 % + 3,07. Des résultats comparables ont été notés par Banji et al. (2013). Pour
confirmer les résultats des tests (DPPH et ABTS), nous avons déterminé la concentration
inhibitrice de 50% des radicaux (IC50) des extraits de spiruline. Les IC50, ont étaient
calculées par régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des différentes

concentrations des extraits de spiruline et de BHT pour les tests DPPH et ABTS (Figure 14).
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Figure 14: Valeurs des IC50 des extraits de spiruline et de BHT des tests DPPH et ABTS.

La figure 13 montre que les IC50 sont inversement liés a la capacité antioxydante
des extraits de S.platensis. L’extrait aqueux de SP révele des propriétés antiradicalaires
intéressantes qui se manifestent par de faibles valeurs d’IC50 en comparaison avec I’extrait
éthanolique. 1C50 varie de (70,40 et 110,21 mg/L) et de (45,69 et 72,09 mg/L) pour les
extraits aqueux et éthanoliques de cette algue respectivement contre 27,97 mg/L et 19,77
mg/L pour le BHT des tests DPPH et ABTS respectivement. La spiruline donc dispose d’une
activité antioxydante importante en comparaison au BHT.

Abd El-Baky et al. (2009), ont trouvé des IC50 plus élevés en comparaison avec
ceux obtenus dans notre étude avec un taux qui varie de 23,22 a 35,62 mg/L pour les
différentes concentrations des extraits éthanoliques de spiruline, tandis que les valeurs de
IC50 pour a- tocophérol, le BHA et le BHT sont de 18,8, 16,6 et 14,80 mg/L, respectivement.
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111.2. CARACTERISATION PHYSICO-CHIMIQUE DE LA SPIRULINE

La spiruline (SP), une algue bleue reconnue depuis longtemps par sa richesse en
nutriments. En effet, sa teneur en protéines varie de 60 a 70% de poids sec. Ainsi, le tableau

14 représente les teneurs relatifs des paramétres physico-chimiques de la poudre de SP.
Tableau 14: Caractéristiques physico-chimiques de la poudre de spiruline

Parameétres physico-chimiques | Teneur moyenne (*)

Humidité (%) 5,00 + 0,06
Matiére seche (%0) 95,00 = 0,02

pH 7,00 +0,12

Taux de cendre (%) 23,00 = 0,05

Taux de fibres (%0) 3,42 £ 0,042
Protéines totales (%0) 54,87 £ 0,043
Lipides totaux (g/100g MS) 6,21 + 0,07
Glucides totaux (%) 14,12 + 0,036
Apport calorique 331,85 Kcal (1388,46 KJ)

(*) : Moyenne de trois essais + ESM.
111.2.1. Détermination de la teneur en eau, le pH, la teneur en cendres et en fibres

Le tableau 14 révele que la spiruline possede une teneur en humidité de 5,00%,
semblable a celle trouvé par Branger et al. (2003), (5,4%), mais inférieure a celle trouvé par
Benhamed, (2012) 14,34%. Le taux de matiére séche de cette algue est estimé de 95%,
valeur supérieure a celle trouvé par Benhamed, (2012), (89,29%). La teneur en humidité
recommandée pour le stockage a long terme de poudres de Spirulina est inférieure a 10%,
mais la différence de pourcentage est due aux facteurs extérieurs liés a la période

d’entreposage, ou le procédé de séchage de spiruline ou autres facteurs (Becker, 1994).

L’espéce S.platensis utilisé dans cette étude présente un pH de 7 (tableau 14), dans
la norme francaise recommandé (7 a 9), et légerement supérieur a celle rapporté par
Benhamed, (2012), avec un pH de 6,8. La variation de pH peut étre due aux conditions de

séchage et des réactions de fermentation lors de la croissance, ... (Jourdan, 2006).
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La poudre de spiruline renferme un taux relativement élevé en cendres estimé a
23,00%, valeur supérieur a celle trouvé par Branger et al. (2003) ; Benhamed, (2012) ;
Aouir et al. (2017) avec un taux de 8,6 et 9,41 et 11,18 % respectivement. Cette proportion
peut étre liée au pouvoir d’absorption des métaux par cette algue dans les milieux de culture
utilisés (Branger et al., 2003 ; Rangsayatorn et al., 2004 ; Chen et Pan, 2005 ; Solisio et
al., 2006) d’une part et/ou a la présence de sable et de certaines impuretés résultant du
processus traditionnel de récolte et de séchage de spiruline au Tchad appelé «Dihé» (Sorto et
Gonnet, 2007).

Le taux de fibres totaux de spiruline est estimé a 3,42%, valeur similaire a celle
trouvée par Koru, (2012) ; Aouir et al. (2017), avec une moyenne de 3 % de la méme
souche d’origine de 1’ Algérie, du Tchad et de I’'USA. La teneur faible en fibres suggere une
biomasse facilement digeste pour l'usage humain (Richmond, 2004 ; Sguera, 2010)
(Tableau 14).

111.2.2. Estimation de la teneur en protéines, lipides et glucides totaux
- Protéines totales

Un pourcentage de 54,87 % a ete rapporte par S.platensis étudiée (Tableau 14).
Cette teneur est proche a celle trouvé par Madkour et al., (2012) avec un taux de 52,95 %
mais elle est considéré inférieure a celle rapporté par Branger et al., (2003) ; Benhamed,
(2012), avec un taux moyen de 61%. Aussi, il est a noter que la spiruline est connue par sa
composition intéressante en protéines avec une teneur qui varie de 50 a 70% et qui dépend de
la période de la journée a laquelle elle est récoltée, la souche, le milieu de culture et les

conditions de croissance nutritives (Charlemagne, 2008 ; Bensehaila et al., 2015).
- Lipides totaux

S.platensis utilisé dans la présente étude a enregistré un taux de lipides totaux de
6,21% (Tableau 14). Charlemagne, (2008) ; Madkour et al. (2012) ; Ambrozova et al.
(2014) ; ont rapporté une teneur en lipides dans la spiruline varie de 6,4 a 7,5% jusqu’a 18%
en poids sec en utilisant différents mélanges de solvants d’extraction. Aussi, il a été démontré

que la spiruline cultivée contient plus de lipides que celle commercialisée.

Bensehaila et al. (2015) ont trouvé une teneur en lipides de 7,28%, ce qui est élevé
par rapport au résultat observé dans cette étude pour la méme souche Spirulina (6,21%)
contrairement & ce qui est trouvé par Aouir et al. (2017) avec une valeur de 1,50%.
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La différence de teneur en lipide semble étre influencée par le processus de culture
ou de technologie, de la méthode et le/les solvants d’extraction utilisés, aux variations de pH,
de température et d'éclairage dans les conditions de culture (Orcutt et Patterson, 1974 ;
Kumar et al., 2011 ; Aouir et al., 2017).

- Glucies totaux

La teneur totale en glucides de spiruline est de 14,12% assimiliable a celle trouvé
par Quillet, (1975) ; Aouir et al. (2017) par la méme espéce (15 a 25%). Enfin, la souche de
spiruline a montré une valeur plus élevée de 1’apport énergétique total 331,85 Kcal (1388,46
KJ) ressemblable a celle trouvé par Aouir et al. (2017), (1327,34-1602,59 kJ), a I'exception
de Spirulina d’origine du Tchad, avec un apport calorique de 511, 80 kJ, due a sa composition

faible en macronutriments « glucides, protéines et lipides ».
111.2.3. Estimation de la teneur en métaux lourds

L’évaluation de métaux lourds dans la spiruline est rapportée dans le tableau 15.
Selon les résultats obtenus, les doses de métaux lourds (Pb, Hg, As, Cd, Sn et Bi) de
S.platensis étudiée sont plus basses que les doses limitent. Bien que la consommation de
spiruline soit en augmentation progressive dans le monde, peu d’études ont relativement
rapporté la quantité de métaux lourds qu’elle contient et/ou leurs effets potentiels sur la santé

humaine.

Tableau 15: Estimation qualitative de métaux lourds dans la spiruline

Plomb Mercure Arsenic | Cadmium Etain Bismuth
« Pb» (*) «Hg » (*) «As» (*) | «Cd»(*) | «Sn»(*) « Bi» (*)

S.platensis | <D.L. 4,20 | <D.L. 6,10 ' <D.L.5,30 <D.L.0,25 <D.L.9,60 <D.L.3,40

(*) : Moyenne de trois essais + ESM. (mg/Kg). D.L : la dose limite.
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111.3. EXPERIMENTATION ANIMALE

L’¢étude est consacrée a évaluer ’effet préventif et curatif de Spirulina platensis (SP)
chez des rats Wistar rendus diabétiques par I’alloxane (le diabéte type 1) et un régime
hyperglycémiant le fructose (le diabéte type 2).

111.3.1. Estimation des parametres pondéraux
111.3.1.1. Influence de Spirulina sur la croissance corporelle

L’évolution du poids corporel moyen des rats controles, diabétiques et traites est
estimée a un intervalle de 10 jours durant 70 jours est présentée dans la figure 15 (A, B) pour

les deux types de diabéte étudiés | et 1l respectivement.
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Figure 15: Courbes de croissances pondérales des rats diabétiques de type 1 et 2

Les rats diabétiques par ’alloxane (A) et les rats diabétiques par le fructose (B). C : Contréle ; DC : Controle
Diabétiques ; SPC : Contrdle Spirulina platensis ; D+Met : Diabétiques traités par la metformine ; D+SP : Diabétiques traités par la
spiruline ; Met C : Contrdle Metformine ; FC : Fructose en Continue ; FC+SP : Fructose en Continue traité avec la spiruline ; FC+Met :
Fructose en Continue traité par la Metformine ; F+SP : Fructose traité par la spiruline ; SP+F : la spiruline suivie de Fructose. N=8 rats.
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La figure 15 (A), montre une diminution trés significative (p< 0,001) du poids
corporel des rats diabétiques du groupe 2 (G2 : DC) par rapport au Groupe 1 (controle) de
32,21%. Le G1 augmente en poids d’une maniére stable et continue pendant toute
I’expérimentation (164,50+£7,94 vs 242,674+8,21 g) a la fin de I’expérimentation. Cependant,
I’administration de 10% de spiruline quotidiennement a empéché d’une fagon trés
significative (p< 0,001) la perte de poids excessive des rats diabétiques du G5 (221,00t
3,950) en comparaison aux rats diabétiques du G2 (164,50+£7,94). Les animaux diabétiques
traités par la Metformine G4 (175,67 5,679 vs G2) ont enregistré d’éméliorations
significatives (p< 0,05) de poids. Les mémes résultats ont été rapportés par Locatto et al.
(1997) ; Sophia et Manoharan, (2007). Les animaux contrbles metformine sont en

augmentation comparable aux contréles de poids corporel.

Les résultats obtenus dans cette étude sont comparables a ceux trouvé par (Choi et al.,
2008), le poids corporel diminue de 24,9% en comparaison avec les contrbles apres 25 j chez
les rats rendus diabétiques par 40 mg/kg de P.C d’alloxane. L'administration de 10% de SP
pendant 50j aux rats diabétiques alloxane a inversé la perte de poids significativement, les
mémes observations ont été faites par Muthuraman et al. (2009) avec I'administration de 10
mg/kg de P.C de SP, 30j aux rats diabétiques induit par 130 mg/kg de P.C I’alloxane.

La figure 15 (B), les groupes de rats hyperglycémiques nourries de 40% de fructose
en continue pendant 2 mois (G2, G3 et G4 vs G1) ont montré une augmentation significative
(p< 0,05) de poids corporel (266,63+5,58 ; 260,33+8,04 ; 258,33+11,13 vs 242,67+8,21 g) a
la fin de I’expérimentation par rapport aux animaux contrdles avec un taux de 9%. Apres
I’administration de fructose pendant 1 mois suivie d’un mois de SP (G5: F+SP), on a
enregistré une augmentation moins importante (p< 0,05) de poids corporel (248,00 8,46 Q)
que le G3 : CF+SP ou le fructose est donne 2 mois successivement. La SP a empéché le gain

de poids rapide des rats avant et aprés ’administration de fructose G3 vs G6 apres 70 jours.

En accord avec les rapports précédents (El Hafidi et Bafios, 1997; Juan et al., 2001 ;
Mascher et al.,, 2006), des rats nourris de régime riche en saccharose étaient
significativement surpoids. Cependant, la majorité des cas de diabéte du type 2 est attribuée a
un gain de poids, ce qui augmente le risque cardiovasculaire et d’autres complications
(Bogers et al., 2007 ; IDF, 2013 ; Harmalingam, 2014). La SP empéche le développement
de surpoids chez les rats DT2. Becker et al. (1986), ont trouvé qu'une alimentation
supplémentaire de SP a raison de 2,8 g/3 fois/jour /1 mois a donné lieu a une réduction

significative du poids corporel chez les patients obéses.
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Ramamoorthy et Premakumari, (1996), ont administré 2 g ou 4/j de SP 3 mois aux
patients ayant une maladie cardiaque ischémique avec une hypercholéstérolémie, une perte
significative de poids corporel a été notée, alors qu'aucun changement n'a été détecté dans le

groupe témoin.
111.3.1.2. Influence de Spirulina sur le gain de poids et le poids relatif des organes

Les gains de poids et le poids relatif des organes des différents groupes d’animaux
sont résumés dans le tableau 16. Ce dernier montre une perte de poids des rats diabétiques
par I’alloxane (G2 : DC et G4 : D+M vs G1) avec (-16,92 et -16,83 vs 55,78 g). Par ailleurs,
un gain de poids tres significatif chez les rats diabétiques traités par la SP et les témoins SP,
metformine (G5, G3 et 6 respectivement vs G1). Alors que, le gain de poids moyen des
animaux nourris d’un régime hyperclorique (le fructose), été trés significatif (p< 0,001) dans
tous les groupes (G2, G3, G4 et G5 vs G1) sauf pour le G6 : SP+F, ou la SP est administrée
un mois avant le régime de fructose a prévenu le gain de poids constant par rapport au
contrdles tout au long de 1’expérimentation. Une diminution significative de gain de poid des

rats diabétique a été notée pour les groupes G3, G4 et G5 vs G2 : FC.

Le tableau 16 montre la diminution du poids du foie de maniere tres significative (P
<0,001) tandis que la masse du rein a augmenté significativement (p< 0,01) chez des rats
rendus diabétiques par 1’alloxane (G2 vs G1). Une amélioration du poids du foie et des reins
chez les rats diabétiques alloxane traités avec la spiruline et la metformine (G5 : D+SP et G4 :
D+Met vs G1), mais la SP a donné de meilleurs résultats par rapport a la metformine. Chez
les rats diabétiques fructoses pendant 2 mois, une augmentation tres significative (p<0,001) de
poids des organes foie et rein a été noté (G2 vs G1), contrairement aux groupes curatif (G5 :
F+SP) ou préventif (G6 : SP+F) nourris de fructose pendant 1 mois ol on n’a pas enregistré
de différences significatives en comparaison aux controles. Le poids des oraganes étudié
augmente significativement aprés 1’administration de SP (G3 : FC+SP vs G2:FC).

De plus, nos résultats indiquent que 1’indice hépato-somatique, qui renseigne sur
I’évolution du poids de 1’organe par rapport a celui de I’organisme entier augmente treés
significativement chez les animaux diabétiques (G2 vs G1), alors qu’une diminution
significative dans le G5 : D+SP aprés traitement de SP a été notée. Cependant le poids relatif
des reins a augmenté d’une maniere trés significative chez les rats diabétiques (G2 et G4 vs
G1). Une amélioration significative de poids relatif de rein des rats diabétiques a I’alloxane

aprés administration de SP (G5 vs G2), alors qu’aucune différence significative n’a été notée
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dans les groupes témoins positif (G3 : SPC et G6 : Met C vs G1). (Tableau 16). Des mémes

résultats similaires ont été rapportés par Yadav et al. (2005) ; Sophia et Manoharan, (2007).

Tableau 16: Effet de la spiruline sur le gain de poids et le poids relatif des organes des rats

Le foie Le rein gauche
Gain de poids _ Poids relatif _ Poids relatif
corporel (g) Poids (9) ou 1SO (%) Poids (Q) ou 150 (%)
Groupes DIABETE INDUIT PAR L’ALLOXANE

Gl:C 55,78 + 5,31 7.08 £ 0,22 2,92+ 0,14 0,91 +0,09 0,37 0,03
G2:DC -16,92 £ 7,43 *** | 506+ 0,27*** | 3,08 +0,17*** | 1.26+0,13** | 0,77 £ 0,10 ***
G 3: SPC +42,42 +3,93 6.78 + 0,40 3,00 +0,16 0,95 + 0,06 0,42 +0,03
G 4: D+M -16,83 + 4,96 5.33+0,51 3,03+0,22 1.32+0,55 0,75+0,31

G5:D+SP | +30,13+4.35% 5.80 +0,63% 2,62 + 0,25} 1.17+0,34 0,53 + 0,16}

G6: MetC | +52,33+6,53 7.18 + 0,47 2,96 + 0,26 0.82 + 0,06 0,38 + 0,04
Groupes DIABETE INDUIT PAR LE FRUCTOSE

G2:FC +83,87 £ 4,61%** | 9,18+ 0,35%** | 345+ 0,16%** | 1,42 +0,04*** | 0,53+ 0,02%*

G3:FC+SP | +73,73+6,17% 8,64 + 0,371 3,32+0,18 121+0,131 | 0,47 0,06F

G4: FC+M | +71,17 +9,22% 8,73 +0,39 3,39 +0,21 1,16+0,113 | 0,450,051

G5: F+SP +61,33 £ 6,65] 7,45+ 0,40% 3,01 £ 0,23} 0,92 +0,08% 0,37 +£0,03%

G6: SP+F | +54,08 + 7,06 7,31 +0,30% 2,95+ 0,167 0,89 +0,082% 0,36 + 0,047

**p<0.01, ***p<0.001, en comparaison avec le Groupe 1. +p<0.01, £p<0.001, en comparaison avec le groupe 2.
C: Contrdle ; DC: Controle Diabétiques ; SPC : Contr6le Spirulina platensis ; D+Met : Diabétiques traités par la metformine ; D+SP :
Diabétiques traités par la spiruline ; Met C : Contrdle Metformine ; FC : Fructose en Continue ; FC+SP : Fructose en Continue traité avec la
spiruline ; FC+Met : Fructose en Continue traité par la Metformine ; F+SP : Fructose traité par la spiruline ; SP+F : la spiruline suivie de
Fructose. N=8 rats.

Le poids relatif du foie des animaux rendus diabétiques par le fructose en continue
pendant 2 mois (G2) augmente tres significativement (p< 0,001) pour les groupes (G2 : FC,
G3: CF+SP et G4 : CF+M vs G1 : C) contrairement aux groupes (G5 : F+SP et G6 : SP+F)
ou le fructose a été administré pendant un mois. Cependant les mémes observations ont
étaient notées pour le poids relatif des reins. Le groupe de rats G3: FC+SP a noté les
meilleurs améliorations de poids des oragne étudié en comaparaison avec le G4 : FC+Met.
Des résultats treés significatives de poids relatif des organes ont été noté par le traitement
curatif et préventif (G5 : F+SP ; G6: SP+F vs G2: FC) (Tableau 16).
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111.3.2. Effet de la spiruline sur les parametres biochimiques
111.3.2.1. Les parametres biochimiques du diabete de type 1

La glycémie a jeun, I’insuline et I’hémoglobine glyquée sont des parameétres majeurs
pour la surveillance du diabéte. Aussi, les troubles métabolique complexe du diabéte,
impliquant des altérations des bilans lipidiques, hépatiques et rénal, ... etc, sont importants a
étudier. Les figures du 16 au 22 montre les variations des parametres biochimiques sériques
des rats rendus diabétiques par ’alloxane (DT1) des différents groupes de rats contréles et
expérimentaux au cours de 60 j d’expérimentation suivie de 10 j d’arrét de traitement (60 j au

70 j) et I’amélioration des niveaux de ces derniers apres traitement de SP.

A. La glycémie, ’insulinémie et I’hémoglobine glyquée

L’activité anti-hyperglycémique de la SP des rats rendus diabétiques de type 1 par 150
mg/kg de P.C. d’alloxane est indiqué dans la Figure 16A. La glycémie augmente tres
significativement (p< 0,001) par I’alloxane jusqu’a 4,28 g/L dans 10 jours. Apres
I’administration de 10% de SP pendant 50 j, la glycémie diminue par (56,30%, p< 0,001) de
4,28 a 1,87 vs de 0,72 a 0,79 g/L; G5vs G1: C. La metformine réduit la glycémie
significativement par 36,62% de 4,26 a 2,70 g/L du G4 vs GI aprés 50 j. Aprés Parrét de
traitement (10 derniers jours), la SP continue & diminuer la glycémie de 23,53% chez les rats

diabétiques contrairement a la metformine qui 1’a augmentée par 6,90%.

Le niveau d’insuline plasmatique noté dans la figure 16 (B) diminue trés
significativement chez les rats diabétiques (7,6 pU/mL ; 65,64%) avec un HOMA-IR de 7,33
par rapport aux rats controles (22,12uU/mL, 4,37) des deux parametres apres 70 j. Des
résultats comparables ont été observés par Shokeen et al. (2008) ; Kasetti et al. (2010). Le
traitement par 10% de SP augmente (p< 0,001) le taux d’insuline des rats diabétiques
(41,80%) et a un degre plus plus faible des rats normaux (4%) avec un taux de 13,06 et 23,04
HU/mL des G5 et G3 vs G2 et G1 respectivement au bout de 50 j. Les HOMA-IR de G3 et G5
sont inférieur aux témoins 3,99 et 4,26 vs 4,37. Des résultats comparables ont été rapportés
par Shokeen et al. (2008). Des rats diabétiques par 130 mg/kg P.C d’alloxane traités par la
spiruline (10 mg/kg P.C/30j), la glycémie diminue de 2,6 a 1,60 g/L et I’insuline augmente a
7,2 pU/mL (Muthuraman et al., 2009).

Les niveaux d’insuline marqué apres le traitement de metformine des animaux
diabétiques augmente de 37,70% (12,2 pU/mL ; G4 vs G2) avec une insulino-résistance élevé

8,74 par rapport aux témoins apres 50 j. Alors que les animaux non diabétiques traités avec la
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metformine n’ont pas enregistré de variations significatives des niveaux d’insuline ou de

HOMA-IR en comaparison avec le groupe témoin (figure 16 (B)).
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Figure 16: La glycémie, l'insulinémie, lI'indice HOMA-IR et I'hémoglobine glyquée des rats

diabétiques de type 1.

La glycémie (A), I’insulinémie, I’indice HOMA-IR (B), I’hémoglobine glyqué (C). C : Contr6le ; DC : Controle
Diabétiques ; SPC: Contr6le Spirulina platensis ; D+Met : Diabétiques traités par la metformine ; D+SP :
Diabétiques traités par la spiruline ; Met C : Contrdle Metformine, N=8 rats.
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En plus de la glycémie et I’insulinémie, 1’activité antidiabétique de SP est testée en

utilisant le dosage d’HbAlc a la fin de I’expérimentation (Figure 16 C). Un taux tres elevé

d’HblAc a été noté chez les rats diabétiques par rapport aux témoins (12,22 vs 3,73%).

L’HbAlc des rats diabétique traité avec 10% de SP diminue tres significativement (5,67 vs

12,22 ; G5 vs G2). La spiruline a montré son effet plus efficace que la metformine.

B. Profil lipidique

Les variations faites au profil lipidique ont étaient suivie et évalué au niveau sérique

des rats normaux, diabétiques et diabétiques traités au bout de 70 jours, Figure 17 (A-E).
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Figure 17: Profil lipidique chez les différents groupes de rats diabétiques de type 1.

Le cholestérol total(A), les triglycérides (B), les HDL-c (C), les LDL-c (D) et les VLDL-c (E). C: Controle ;
DC : Controle Diabétiques ; SPC : Contrdle Spirulina platensis ; D+Met : Diabétiques traités par la metformine ;
D+SP : Diabétiques traités par la spiruline ; Met C : Contrdle Metformine, N=8 rats.
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Figure 18: Estimation des risques cardiovasculaires des rats diabétiques de type 1

CAIl, HTR (A) et Al, CI (B). C: Controle ; DC : Controle Diabétiques ; SPC : Controle Spirulina platensis ;
D+Met : Diabétiques traités par la metformine ; D+SP : Diabétiques traités par la spiruline ; Met C : Contrble
Metformine, N=8 rats.

Les concentrations plasmatiques du cholestérol total, triglycéride, et LDL-c sont trées
significativement (p<0,05) élevées chez le groupe diabétique (G2: DC) avec des
pourcentages allant jusqu’a (40,15 ; 60 et 67,40% ; respectivement) contrairement aux HDL-c
qui ont marqué un pourcentage plus bas (17,92%) apres I’induction de diabéte. Le traitement
avec la SP a tres significativement (p<0,001) amelioré le profil lipidique en diminuant les
concentrations de cholestérol total, triglycéride, et LDL-c par 26,23 ; 29,80 et 44,55% et une
augmentation de HDL-c avec 8,86% aprés 50 j de traitement par rapport au groupe diabétique
contrble (G2). Le traitement de metformine (G4 : D+Met) a amélioré le profil lipidique mais
avec des pourcentages plus faibles par rapport au traitement de SP (une diminution de 9,64 ;
11,52 ; 22,08% pour le cholestérol total, triglycéride, et LDL-c respectivement) contrairement
au HDL-c (5,57%) (Figure 17).

Le cholestérol total, triglycéride, et LDL-c continuent a diminuer par 7,21 ; 5,48 ;
18,20% respectivement les derniers 10 jours. Le HDL-c continue a augmenter par 2,44% du
G5 contrairement au G4 aprés ’arrét de traitement (de 60 j au 70j). Le taux de cholestérol
total, LDL-c et de triglycérides est de 1,08 ; 1,05 g/L et de 0,64 ; 0,42 g/L et de 1,05 ; 2,37¢g/L
des rats diabétiques induit par 32 g/kg de P.C d’alloxane et des rats diabétiques nourris de

régime contenant 17% de SP pendant 44 jours respectivement (Moura et al., 2011).
C. Risque cardiovasculaire

L’altération du métabolisme lipidique et des lipoprotéines dans le diabéte sucre est

associée a ’athérosclérose et aux maladies cardiovasculaires. Une faible concentration de
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HDL-c peut étre considérée comme un facteur de risque supplémentaire, alors qu’une
concentration élevée de celui-ci est un facteur de protection (Manninen et al., 1992 ;
Bouazza et al., 2015). Du fait, la figure 18 montre la relation entre les parametres de profil
lipidique présentées comme des indices de risque cardiovasculaire aprés induction de diabéte
(10j) et a la fin (70j). Le diabéte induit par I’alloxane augmente treés significativement
(p<0,001) le risque cardiovasculaire (indice cardiaque, indice d’athérogénicité, et le ratio du
risque cardiovasculaire) en comparaison aux contréles. Cependant, le traitement par la SP a
corrigé significativement (p<0,001) ces indices et a montré son efficacité par rapport la
metformine. Le ratio HTR (HDL-c et cholesterol total) est inversement lié aux risques

cardovasculaire (Figure 18).
D. Profil hépatique

Les résultats de cette étude ont montré que I’injection d’alloxane a causé la
dépréciation de la fonction hépatique, comme indiqué dans la figure 19 par I’augmentation
significative d’ASAT, d’ALAT et de PAL sériques des rats diabétiques.

Des augmentations significatives (P< 0,001) des marqueurs enzymatiques de la
fonction hepatique (ASAT, ALAT et ALP) ont été enregistrées chez des rats diabétiques par
rapport au groupe contréle (140,13 ; 81,13 et 104,71 Ul/I) avec des pourcentages de (31,70 ;
32,45 et 46,52% respectivement) (Figure 19). Des résultats comparables ont été notés par
Fatima et al. (2010). Le traitement des rats diabétiques par la SP (G5 : D+SP) a réduit (p<
0,001) I’activité de ces marqueurs enzymatiques par rapport au groupe diabétique non traité
(G2: DC) avec 20,74 ; 22,26 et 13,90% respectivement pour ASAT, ALAT et ALP. Le
groupe traité de metformine (G4 : D+Met) a noté des diminutions plus faible (p< 0,05) que
celles du G5 avec 14,27 ; 13,86 et 10,96% des ASAT, ALAT et PAL respectivement. Ces

résultats sont en accord avec ceux obtenus par Shokeen et al. (2008).

L’arrét de traitement aux 10 derniers jours a été marqué par ’effet bénéfique de la SP
noté par la diminution des ASAT, ALAT et PAL (5,97 ; 9,95 et 6,92%) respectivement du
G5 : D+SP. contrairement aux rats diabétique traité par la metformine (G4 : D+Met) (Figure
19).
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Figure 19: Profil hépatique des différents groupes de rats diabétiques de type 1.

ASAT (A), ALAT(B) et PAL (C). C: Controle; DC: Contréle Diabétiques; SPC: Contr6le Spirulina
platensis ; D+Met : Diabétiques traités par la metformine ; D+SP : Diabétiques traités par la spiruline ; Met C :
Contrdle Metformine, N=8 rats.
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E. Profil rénal

Le diabéte est la principale cause d’insuffisance et dysfonctionnement rénal
(Bethesda, 2001 ; Icks et al.,, 2009). La figure 20 montre les variations des taux
plasmatiques de profil rénal des différents groupes pendant 70 jours.
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Figure 20: Profil rénal des différents groupes de rats diabétiques de type 1.

L’urée (A), la créatinine (B) et ’acide urique (C). C: Controle ; DC : Contr6le Diabétiques ; SPC : Controle
Spirulina platensis ; D+Met : Diabétiques traités par la metformine ; D+SP : Diabétiques traités par la spiruline ;
Met C : Contréle Metformine, N=8 rats.
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Les valeurs d’urée, de créatinine, et d’acide urique sont altérées (p< 0,001) chez le
groupe G2: DC (0,65¢g/L; 14,11 mg/L; 40,34 mg/L) avec (43,07 ; 55,91 et 49,25%
respectivement) aprés 1’injection d’alloxane en comparaison aux animaux contréles (0,30
g/L; 5,88 mg/L et 40,34 mg/L) (Figure 20). Les mémes observations ont été notées par
Fatima et al. (2010). L’administration de SP pendant 50 j a restauré de facon significative
(p< 0,001) les fonctions rénales par 36,50 ; 20,62 et 26,82% respectivement pour 1’urée, la
créatinine et 1’acide urique. La metformine (G4 : D+Met) a enregistré des pourcentages
inferieurs par rapport au G5. Résultats semblables a ceux trouvé par Kuhad et al. (2006).
L’arrét de traitement a été caractérisé par des valeurs qui se rapprochent a la normal du G5

contrairement au G4.
F. Protéines sériques

La SP est évaluée pour son effet sur le taux de protéines sérique associé au diabéte
induit par 1’alloxane (Figure 21).
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Figure 21: Protéines totales des différents groupes de rats diabétiques de type 1.

C : Contrdle ; DC : Controle Diabétiques ; SPC : Controle Spirulina platensis ; D+Met : Diabétiques traités par
la metformine ; D+SP : Diabétiques traités par la spiruline ; Met C : Controle Metformine, N=8 rats.

Le groupe de rats diabétiques montre une réduction significative (p< 0,001) du taux de
protéine serique en moyenne de (46 vs 60 g/L) et de 14,86% (G2 : DC vs G1: C). Pour le
groupe traité avec la SP (G5), les résultats montrent un taux significativement amélioré en
proteine qui se rapproche des valeurs normales (55,50 + 3,85 g/L) (p< 0,05) a la fin de
I’expérimentation en comaparison aux rats diabétiques non traités (G2). La SP a continué son
effet positif sur le paramétre proteines totales sériques méme apres arrét de traitement sur les

rats diabétiques (Figure 21).
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La SP (G5 : D+SP) a donné de meilleurs résultats en comparaison avec la metformine
(G4 : D+Met) dans la majorité des paramétres biochimiques étudiés (Figure 21). L’apport de
SP au groupe 3 (SPC) n’a pas réduit le profil biochimique étudié d’une fagon non
significative des rats non diabétiques apres 50 jours, résultats confirmés par Lee et al. (2008)
apres 12 semaines d’intervention, dans les groupes de patients ayant recu 40 pilules contenant
0,2 g de lyophilisat de SP (8 g/jour). Cependant, 1’administration de cette algue chez les rats
normaux conduit a une réduction de la glycémie de 0,87 a 0,74 g/L (Muthuraman et al.,
2009).

G. Evaluation des oligoélements

Les oligoélements Sodium (Na), Chlore (ClI) et Potassium (K) sont déterminé au
niveau plasmatique dans la figure 22. On note une diminution significative (p<0,01) des
électrolytes avec de (3,65 ; 6,28 et 12,38 respectivement) apres 1’injection d’alloxane (G2 vs
G1). Le traitement avec la spiruline des rats diabétiques du G5 : D+SP semble avoir un effet
positif et significatif (p< 0,05) sur les 3 électrolytes étudiés avec une augmentation du taux du
Na®, de 3%, du CI de 5%, et du K" de 10% aprés 50 j. Le Groupe diabétique traité par la
metformine (G4 : D+Met) n’a pas été noté de changements significatives. L’arrét de

traitement n’a pas été marqué par de changements significatifs.

Selon Vallon et al. (1999), les concentrations plasmatiques de sodium et chlorure n'a
pas été significativement modifiés chez des rats diabétiques induits par 65 mg/kg de P.C de
streptozotocine (140 mEg/L ou mM et 103 mEg/L ou mM respectivement) par rapport aux
rats témoins (141 mEg/L ou mM et 106 mEg/L ou mM respectivement), tandis que la
concentration en ions potassium plasmatique était Iégérement plus faible chez les animaux

diabétiques (4,2 mEg/L ou mM) par rapport aux rats témoins (4,5 mEg/L ou mM).
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Figure 22: Les oligoéléments des differents groupes de rats diabétiques de type 1.

(A) Sodium Na*, (B) Chlore CI et (C) Potassium K. C: Contréle ; DC : Contrdle Diabétiques ; SPC : Contréle
Spirulina platensis ; D+Met : Diabétiques traités par la metformine ; D+SP : Diabétiques traités par la spiruline ;
Met C : Contréle Metformine, N=8 rats.
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111.3.2.2. Les parametres biochimiques du diabéte de type 2

Les figures du 23 au 27, montrent les variations des paramétres biochimiques
sériques des rats rendus diabétiques par 40% de fructose (Diabete 1l) au cours de 60 jours
suivi de 10 jours d’arrét de traitement (du 60 au 70 j) et les effets de 1’algue SP sur le profil
étudie.

A. La glycémie, I’insulinémie et I’hémoglobine glyquée

La glycémie augmente trés significativement (p< 0,001) chez les rats diabétiques par
40% de fructose (G2, G3, G4 et G5) jusqu’a =1,70 g/L, 56,28% aprés 1 mois et jusqu’a 2.22
g/L, 65,21% aprés 2 mois par rapport au groupe contrdle (0,8 g/L). Aprés I’administration de
10% de SP le 2°™ mois avec le fructose en continue (G2 : FC+SP), le taux de glucose dans le
sang diminue de maniere trés significative (p< 0,001) par 40,93% (de 1,71 a 1,01 g/L)
contrairement au G4 : FC+Met (de 1,69 a 1,16 g/L) avec 31,36% par rapport aux contrdles.
Le fructose augmente la glycémie de 0,74 a 1,68 g/L, mais diminue tres significativement de
48,21% (G5 : F+SP vs G1 : C) apres le remplacement du fructose par la SP. L’administration
de SP aux rats normaux (G6 : SP+F vs G1 : C ; 1 mois) a prévenu I’hyperglycémie et a assuré

sa stabilité méme apres 1’apport de fructose Figure 23 (A).

Selon Kamalpreet et al. (2008), les deux niveaux de glycémie a jeun et postprandiale
diminuent de 16,3 ; 12,5 ; 21,8 et 18,9% chez les patients diabétiques de type 2 traités par 1g

et 2 g de SP/jour pendant 2 mois respectivement.

Un régime riche en fructose (G2 : FC vs G1 : C) induit une diminution significative de
I’insuline (48,91%) entrainant une augmentation de I’indice HOMA-IR de 29,63%

respectivement (Figure 23, B). Les mémes résultats ont été notés par Castro et al. (2015).

Apres I’ajout de spiruline aux animaux diabetiques (G3 : CF+SP), une augmentation
significative des taux d’insuline sérique (11,84%) avec un indice HOMA-IR inférieur
(13,80%) ont été enregistré. Cependant, I’amélioration est marginal des rats
hyperglycémiques traité par la metformine du G4 ; 15,07 pU/mL, 25% d’insuline et 5,74 de
HOMA-IR (7,56%) par rapport a leur homologue diabétique du G2. Les animaux nourris de
fructose (1 mois) et traité par la SP durant le 2°™ mois (G5 : F+SP) ont enregistré un niveau
d’insuline de 21,6 uU/mL légérement inférieur a celui des animaux témoins avec un indice
HOMA-IR de 4,51. Par contre le traitement préventif du groupe 6 (SP+F vs G1: C) a
enregistré un taux d’insuline et un indice de HOMA-IR normaux (22,5 pU/mLvs 22,11
puU/mL) et (4,11 vs 4,37) (Figure 23, B).
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Figure 23: La glycémie, l'insulinémie, lI'indice HOMA-IR et I'hémoglobine glyquée des rats
diabétiques de type 2.

La glycémie (A), I’insulinémie, 1’indice HOMA-IR (B) I’hémoglobine glyquée (C). C : Contrdle ; FC : Fructose
en Continue ; FC+SP : Fructose en Continue traité avec la spiruline ; FC+Met : Fructose en Continue traité par la
Metformine ; F+SP : Fructose traité par la spiruline ; SP+F : la spiruline suivie de Fructose. N=8 rats.
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Un taux elevé d’Hb1Ac a été noté chez les rats diabétiques par rapport au témois (8,67
vs 3,73%, p< 0,001) a la fin de I’expérimentation. Apres le traitement de SP, I’ Hb1Ac
diminue trés significativement (4,46 vs 8,67 ; G3 vs G2). La SP a montré son effet plus
efficace que la metformine. Cependant la spiruline prévient 1’augmentation de Hb1Ac (G6)
(Figure 23, C).

B. Profil lipidique

Dans la figure 24, le régime hypercalorique de fructose (G2 : FC vs G1 : C) augmente
tres significativement (p<0,001) le cholestérol total par 43,24 et 49,33%, les triglycérides par
64,47 et 74,76%, et le LDL-c par 70,37 et 74,47% contrairement au HDL-c qui diminue de
concentration par 33,48 et 49,65% au bout de 30 et 60 jours respectivement. Cependant, il est
intéressant de constater que la SP a une dose de 10%, a non seulement réduit significaivement
le taux de ces derniers de 19,54 ; 15,15 et 34,48%, respectivement, mais aussi elle a amélioré
le niveau de lipides cardio protecteur (HDL-c) de 23,25% aprés 30 jour.

Le traitement préventif de SP a amélioré le deséquilibre de la majorité des parametres
lipidiques que le traitement curatif (G6 : SP+F ; G5 : F+SP vs G1 : C).

Dans I’etude portée sur des souris, la supplémentation de 16% P dans un régime
alimentaire gras et de cholestérol élevé a entrainé une réduction significative de cholestérol
total, LDL-c, VLDL-c et les phospholipides sérique alors que HDL-c a augmenté
simultanément (Kato et al., 1984). Ces résultats ont été vérifiés avec les hamsters et le lapin
par (Riss et al., 2007 ; Colla et al., 2008).

La figure 24, F, montre I’estimation du risque cardiovasculaire des différents groupes
de rats aprés 70 jours d’expérimentation. Le régime riche en fructose a élevé trés
significativement (p<0,001) le risque cardiovasculaire (Indice cardiaque, indice
d’athérogénicité, et le ratio du risque cardiovasculaire) (G2 : FC vs G1: C). Cependant, le
traitement par la SP a corrigé significativement (p<0,01) ces indices. Contrairement au ratio

HTR (HDL-c et cholesterol total) qui est inversement lié aux risques cardovasculaire.
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Figure 24: Profil lipidique et les risques cardiovasculaires des rats diabétiques de type 2.

Le cholestérol total (A), les triglycérides (B), les HDL-c (C), les LDL-c (D), les VLDL-c (E) et les parametres
des risques cardiovasculaires (F).C : Contréle ; FC : Fructose en Continue ; FC+SP : Fructose en Continue traité
avec la spiruline ; FC+Met : Fructose en Continue traité par la Metformine ; F+SP : Fructose traité par la
spiruline ; SP+F : la spiruline suivie de Fructose. N=8 rats.
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C. Profil hépatique

La figure 25, montre les marqueurs enzymatiques reflétant les dommages de la fonction
hépatique des rats expérimentaux.
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Figure 25: Profil hépatique des différents groupes de rats diabétiques de type 2.

ASAT (A), ALAT(B) et PAL(C). C: Contrdle ; FC : Fructose en Continue ; FC+SP : Fructose en Continue traité avec la
spiruline ; FC+Met : Fructose en Continue traité par la Metformine ; F+SP : Fructose traité par la spiruline ; SP+F: la
spiruline suivie de Fructose. N=8 rats.
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Les rats rendus diabétiques par le fructose ont montré des concentrations élevées
d’ASAT, ALAT et PAL sérique en comparaison avec les animaux témoins avec (5,40 ; 21,90
et 30,72% respectivement au bout de 30 j), et 18,14 ; 31,05 et 39,55% respectivement au bout
vde 60 j). Le traitement des rats diabétiques par la SP a amené les activités de profil hépatique
a des niveaux proches de la normale d’une fagon trés significative (p< 0,001). Cependant le

G6 : SP+F présente les meilleurs résultats par rapport aux autres groupes (figure 25).
D. Profil rénal et protéines totales

Les variations des parametres du profil rénal et le taux de protéines totales des rats
sains et diabétiques sont montionné dans la figure 26.

La figure 26, de profil rénal montre une augmentation significative (p< 0,01) de
I’acide urique, la créatinine et 1’urée chez le groupe diabétique (G2 : FC vs G1: C) avec
47,76 ; 57,56 et 46,06%, respectivement durant 60 jours. Chez les groupes traités par la SP
(G3: FC+SP), on note que ces parameétres attenent une stabilité comparable a celle rats
contrdles. Un pré-traitement avec la SP & une dose de 10% (G6 : SP+F) améliore 1’évolution
de la plupart des parameétres sériques étudiés. Les résultats indiquent que cette algue réduit

efficacement les problémes rénaux induits par le diabete sucre.

L’évaluation de 1’effet de SP sur le taux de protéines totales sérique des rats
diabétiques au fructose (Figure 26, E). Les rats diabétiques montrent une réduction
significative de 11% du taux de protéine sérique par rapport aux controles. Apres le traitement
de SP pendant 30 jours, on note parametre se rapproche a la normal. Les G5 : F+SP et G6 :

SP+F, n’ont pas noté de variations significatives de taux de préteine apres 60 j.
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Figure 26: Profil rénal et les protéines totales des rats diabétiques de type 2.

L’urée (A), la créatinine (B), I’acide urique (D) et les protéines totales (E).C: Contrdle ; FC : Fructose en
Continue ; FC+SP : Fructose en Continue traité avec la spiruline ; FC+Met : Fructose en Continue traité par la
Metformine ; F+SP : Fructose traité par la spiruline ; SP+F : la spiruline suivie de Fructose. N=8 rats.
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E. Lesoligoéléments

La figure 27, montre les variations des concentrations des oligoélements (Na), Chlore (CI) et
Potassium (K) plasmatiques des différents groupes d’animaux.
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Figure 27: Oligoéléments des différents groupes de rats diabétiques de type 2.

(A) Sodium Na*, (B) Chlore CI et (C) Potassium K*. C: Contrdle ; FC : Fructose en Continue ; FC+SP :
Fructose en Continue traité avec la spiruline ; FC+Met : Fructose en Continue traité par la Metformine ;
F+SP : Fructose traité par la spiruline ; SP+F : la spiruline suivie de Fructose. N=8 rats.
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Une diminution significative (p<0,05) de Na, Cl et K avec 3,30; 5,11 et 11%
respectivement aprés 1’administration de 40% de fructose pendant 2 mois (G2 : FC) par
rapport au controles. Le traitement avec la SP dans le G3 : FC+SP et G5 : F+SP et G6 : SP+F
améliore non significativement le niveau des trois oligoélements apres 30 j de traitement
(figure 27).

L’arrét de traitement du 60 aux 70 jours, est marqué par une amélioration non
significative des parametres biochimiques étudiés des groupes de rats diabétiques traités par la

SP. Cependant, cette microalgue a noté les meilleurs résultats par rapport a la la metformine.

Tableau 17: Dosage des métaux lourds des plasmas de rats diabétiques

Echantillons Plomb Mercure Arsenic | Cadmium Etain Bismuth

« Pb » « Hg » « AS » « Cd » « Sn » « Bi»
Tous les <D.L.4,?2 <D.L.6,1 <D.L.5,3 | <D.L.0,25 <D.L.9,6 <D.L.3/4
groupes

D.L. Doses limites détectés par 1’appareil, N=8.
Les résultats obtenus dans le tabeau 17 montrent de valeurs inférieures aux doses
limites des métaux lourds étudiés au niveau plasmatique des différents groupes a la fin de

I’expérimentation.
111.3.3. Etude du stress oxydatif

Le stress oxydatif peut constituer un parameétre clé et commun dans la pathologie
diabétique (Sepici-Dincel et al., 2007). Cependant, la SP constitue une source importante
d’antioxydants naturels en particulier les polyphénols, les phycocyanines, les caroténoides,
raison pour laquelle, plusieurs études d’algues vertes sont étudiées pour 1’évaluation de et la
compréhension de ses effets et mécanismes d’action. La SP est évaluée pour son effet sur
I’activité des enzymes antioxydantes (SOD, GPx et GRx), sur le statut antioxydant total
(TAS) et sur les substances réactives a 1’acide thiobarbiturique (TBARS) sérique associées au
diabéte de type 1 (DT1) et Il (DT2) (Tableau 18).

L’activité des enzymes antioxydantes est altérée aprés induction de diabéte (G2). Pour
le DT1 Pactivité de SOD, la GPx, et la GRx diminue trés significative (p<0,001) de 51,46 ;
52 et 26,64% respectivement, alors que pour le DT2, une diminuion significatiove de 5,57 ;
34,35 et 20 % des parameétres étudié respectivement par rapport aux rats controles. Cette
altération est réduite significativement aprés le gavage orale de 10% de SP (G5 : D+SP ; G3 :
FC+SP et G5 : F+SP) en comparaison avec le groupe diabétique (G2) pour le DT1et DT2.
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Le statut antioxydant total « TAS » diminue significativement (p<0,001 et p<0,01)
avec 57,40 et 24% des rats diabétiques | et Il (G2 : DC et G2 : FC, respectivement) par
rapport au groupe contrble. Apres administration de SP (G5: D+SP et G5: F+SP) une
amélioration significative de TAS est notée par 43 et 19,60% respectivement pour le DT1 et
DT2 en comparaison au groupes diabétiques (G2). En revanche, la SP a prévenu la

détérioration dle au diabéete dans le G6 : SP+F par rapport groupe diabétique. Tableau 18.

Le malondialdéhyde sériqgue (MDA), une mesure de la peroxydation lipidique
analysée sous forme de substances réactives de 1’acide thiobarbiturique (TBARS) augmente
trés significativement (p<0,001) par 52,32 et 38,12% respectivement chez le groupe DT1 et
DT2 (G2: D et G2: FC vs G1: C) respectivement. Le traitement curatif de SP a
significativement (p<0.001) baisse le taux du MDA par 24,37 ; 9,83 et 4 %, des groupes G5 :
D+SP, G3: FC+SP et G5: F+SP en comparaison avec le G2 des deux types de diabete
étudiés respectivement. Alors que le traitement préventif de SP a prévenu significativement
(p<0,001) I’augmentation des niveaux de MDA du G6 : SP+F vs G2: CF méme aprés 1 mois

d’administration de fructose (Tablau 18).

Le traitement a la metformine des animaux diabétiques, des améliorations
significatives des TAS, GPx, GRx et MDA ont été notées contrairement au SOD. Par ailleur,
pas de changement significatif des ces derniers paramétres chez les rats traités par la SP (G3 :
SPC) mais une tendance vers des améliorations était évident (Tablau 18). La SP exerce une
activité anti-oxydante in vivo et in vitro (Al-Azzawie et Alhamdani, 2006 ; Noda et al.,
2007 ; Viuda-Martos et al., 2011).
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Tableau 18: Effet de la spiruline sur I’activité des enzymes antioxydantes, le statut antioxydant total et les substances réactives de 1’acide

thiobarbiturique des rats diabétiques

Groups TAS (mmol/L) SOD (U/mL) GPX (U/mL) GRx (U/g protein) | TBARS (mmole/g protein)
DIABETE I ( Alloxane)
Gl: C 1,08+ 0,05 62,06+ 5,20 8,56 0,62 24,32 +2,11 23,92 +2,34
G2: DC 0,46 0,07% 30,12 + 6,35% 4,11 +1,70% 17,84 £4,11% 50,17 +6,54%
G3: SPC 1,32+ 0,043 80,3+4,12 9,43+0,83 26,52 +2,05 2191+ 221
G4: D+Met 0,58+ 0,08* 40,41+ 6,50** 5,31+ 1,20%** 18,44+ 3,13 47,56 £ 4,70
Gb5: D+SP 0,81+ 0,11** 57,85+8,20*** 6,52+1,44*** 21,17+3,63** 31,63 £ 5,7***
G6:Met C 1,17+ 0,065 69,40+ 5,00 8,91+0,43 25,81 +2.21 22,37 £2,51
DIABETE Il ( Fructose)
G2: FC 0,82+ 0,17% 58,60+ 5,93 5,62 +2,24% 19,44 £3,17+ 38,66 +5,05%
G3: FC+SP 0,94+0,38 60,81+4,40 791 +1,73 21,56 £ 1,99+ 26,53+3,43***
G4: FC+Met 0,77+ 0,15% 55,60 * 4,39 6,13 + 1,987 20,34 £2,51F 34,77 £ 3,07%
Gb5: F+SP 1,02+ 0,09* 64,33+1,37* 8,72 +1,86* 22,70 £ 2,59 24,76+4,95%**
G6: SP+F 1,20+ 0,41 64,54+ 5,05 9,37 +0,72** 25,82+1,48*** 20,72+2,11***

+p<0,01, 1p<0,001, en comparaison avec le Groupe 1. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 en comparaison avec le groupe 2. C : Contrdle ; DC : Contr6le Diabétiques ; SPC :
Controle Spirulina platensis ; D+Met : Diabétiques traités par la metformine ; D+SP : Diabétiques traités par la spiruline ; Met C : Contrdle Metformine ; FC : Fructose en
Continue ; FC+SP : Fructose en Continue traité avec la spiruline ; FC+Met : Fructose en Continue traité par la Metformine ; F+SP : Fructose traité par la Spiruline ; SP+F : la

spiruline suivie de Fructose. N=8 rats.
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111.3.4. Histologie des organes

Afin de confirmer les résultats biochimiques trouvés, une étude histologique des
organes a éteé faite et illustrée dans les figures 28, 29 et 30 du pancréas, foie et reins des deux

types de diabete | et 1l respectivement.
A. Pancreas

La figure 28 (a — f) montre qu’il n’y a pas de changement d’architecture dans
I’histologie du pancréas des groupes contréles (G1: C) ou le groupe traité par la SP
uniquement (G3 : SPC) avec des cellules endocrines de grande taille, cytoplasme granuleux
fortement éosinophile, noyau vésiculeux clarifié signe de la synthese nucléo-protéique
(agglutination de la chromatine). En revanche, dans le G2 : DC aprés I’injection d’alloxane
(Diabtee type 1), on note la réduction de la taille des ilots marqué par une nécrobiose
cellulaire (la mort cellulaire) (Tlots lésé). Des Tlots de taille modéré avec des cellules a noyaux
actifs due probablement a la régénération des cellules B pancréatiques aprés 1’administration
de SP aux rats diabétiques (G5 : D+SP). Tlots de petites taille avec des cellules & noyaux
rétractés et en nombre réduit (flots encore malade) avec des foyers de restauration partielle
(G4 : D+Met) et en fin I’administration orale de metformine (G6 : MetC) a noté une
architecture d’Tlots dans les limites de la normale avec des noyaux actifs et cytoplasme

granulaire éosinophile Figure 28 (a —f).

La figure 29 (a-e), montre 1’état histologique du pancreas des rats rendus diabétiques
par 40% de fructose (Diabéte 1) et des rats diabétiques traités. Une degénérescence graduelle
avec des Tlots de Langerhans de petites tailles et de taille moyenne, peu altéré. Des noyaux
encore normaux et d’autres pycnotiques en voie de caryorexie (Eclatement du noyau de la
cellule, entrainant la mort de celle-ci). Congestion vasculaire des Tlots et des acini dilatés
autour des ceux-ci des rats diabétiques (G2 : FC). Le Groupe de rats diabétique traité par la
SP (G3: FC+SP) montre, deux petits Tlots pancréatiques avec des cellules a noyaux actifs
(regénératif). Cependant, des Tlots de taille variables, des congestions vasculaires, restauration
et régénération partielle de la population cellulaire associées a des cellules résiduelles altérées
ont été observés dans le pancréas du Groupe 4 : FC+Met. Le G5 : F+SP a noté un pancréas
endocrine avec des ilots de taille moyenne et un pancréas exocrine formé d’acini et canal
excréteur. En fin, un pancréas avec des flots sain est observé dans le groupe de rats préventif
du diabete (G6 : SP+F).
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B. Foie

L’histologie du foie des groupes controle et traité par la SP (G1 : C et G3 : SPC) montre un
parenchyme hépatique sensiblement normal avec une unité fonctionnelle formée d’un espace
porte (EP), d’une veine Centro-lobulaire (VCL), les hépatocytes et les travées hépatocytaires
(TH) avec un cytoplasme granuleux. Chez les animaux diabétiques, on remarque une légere
dégénérescence granulaire des hépatocytes avec une veine centro-lobulaire dilatée (G2 : DC).
Le foie des animaux diabétiques traité par la metformine (G4 : D+Met) a enregistré une
hypertrophie des cellules hépatocytaire noté par un gonflement des cellules et des infiltrats
inflammatoire (IF) autour des VCL et EP. Alors que pour le groupe diabétique traité par la SP
(G5 : D+SP), on note un parenchyme sain et retour du foie a la normal. Une restauration et
une régénération hépatocytaire avec certaines hépatocytes en dégénérescence graisseuse,
espace porte et veine centro-lobulaire. Des infiltrats inflammatoires d’intensit¢é modérée au
niveau de certaines espaces portes (due au Metformine) selon les zones examinées (G6 : Met
C). Figure 28 (g - I).

La figure 29 (f-J) montre, ’architecture du foie des animaux diabétiques de type 2 et
diabétiques traités. Un parenchyme hépatique de morphologie normale a été observé dans le
groupe diabétique G2: FC. Un parenchyme hépatique dans la limite de la normal, le diabéte
n’est pas encore installé (G3 : FC+SP). Parenchyme hépatique de morphologie subnormal
avec des infiltrats inflammatoires polymorphes au sein des espaces portes dues probablement
a la metformine apporté comme traitement dans le G4 : FC+Met. Le G5 : F+ SP montre un
foie de morphologie subnormale et des espaces portes avec un infiltrat inflammatoire modéré.
Une hyperplasie des cellules de kupfere : histiocytes mononucléaire s’inscrivent dans le cadre

de la défense immunitaire due a ’administration de spiruline avant le fructose (G6 : SP + F).

Le foie est I'organe vital du métabolisme, la désintoxication, le stockage et 1’excrétion
des xénobiotiques et de leurs métabolites. La stéatose ou la nécrose hépatique est le résultat

du diabete induit par le streptozotocin ou I’alloxane selon (Rej, 1978 ; Ohaeri, 2001).
C. Reins

La figure 30, montre un parenchyme rénal normal, les glomérules sont plus ou moins
de grandes tailles chez les rats diabétiques par rapport au témoin. Les reins sont lentement et
tardivement 1ésés en fonction de I’intensité des 1ésions engendrées par la maladie, la durée de

I’installation et le traitement entrepris apres le pancréas et le foie.
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La signature moléculaire de I'évolution de tubule proximal du rein diabétique est
unique et comprend des éléments de la prolifération cellulaire, I'nypertrophie et la sénescence
cellulaire. Par conséquent, les facteurs génétiques et / ou environnementales qui affectent la
réponse de croissance tubulaire au milieu diabétique peut déterminer non seulement la mesure
de I'évolution de rein, hyperreabsorption tubulaire et I'nyperfiltration glomérulaire chez le
diabéte précoce, mais également la progression ultérieure de la maladie rénale (Vallon et
Thomson, 2012).
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Figure 28 (A-B): Histologie du pancréas et du foie des rats diabétiques de type 1.

Le pancreas (a-f) et du foie (g-1), Hématoxyline et a 1’éosine (H&E) et le Trichrom de masson (T.M) X10. I.L Tlots de
Langerhans. VCL : Veine Centro-Lobulaire. I.I. Infiltrats Inflammatoires. EP : Espaces portes, TH : Travets Hépatocytaires.
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Le pancreas (a-e) et du foie (f-j). Hématoxyline et a I’éosine (H&E) et le Trichrom de masson (T.M). X10. TH :
Travets Hépatocytaires.

Figure 30: Histologie du rein des rats diabétiques de type 1 et 2.

Les rats contrOles (a,b) ; hématoxyline et a 1’éosine (H&E) et au Trichrom de masson (T.M) des rats
diabetétiques de type 1 et 2 (c et d) x10. Glomérule (G), tubes réal (TR).
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I11.4. ETUDE DE TOXICITE DE LA SPIRULINE

Le gain de poids des rats nourris de spiruline (SP) a différentes doses par rapport au

contréle est noté dans le tableau 19.

Tableau 19: Gain de poids des rats
Groupes Contréle | G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7

) ) 27,40 26,90 26,65 2520 230 | 23,30 22,10 21,45
Gain de poids

9 +737 +566 +514 +520 +530 +391 +506 +596

SP: Spirulina platensis. G1:5% SP; G2: 10% SP; G3: 20% SP; G4: 40% SP; G5: 50% SP; G6: 80% SP; G7: 100% SP.

Les résultats obtenus montrent que le régime supplémenté en SP pendant 30 jours a

bien été accepté par les rats Wistar montré par 1’absence de mortalit¢ méme a 100% (p/v).

Le tableau 19 montre des différences non significatives de gain de poids au cours de
I’expérimentation entre les groupes. Les mémes résultats ont étaient observés par Salazar et

al. (1998) sur des souris nourris de SP 10 ; 20 et 30% (p/p) pendant 13 semaines.

Plusieurs études ont montré que I’administration de la SP a différentes concentrations
a court et a long terme ne change pas le poids corporel de rats méles, femelles et feetal avec
aucun signe de toxicité par rapport au controle. Ainsi, aucun changement dans le
comportement, l'alimentation, la consommation d'eau, la croissance et la survie, I'état de
santé. Des analyses hématologiques et de chimie clinique n’ont pas révélé d’anomalies. De
plus, aucun changement macroscopique ou microscopique n’a été détecté avec une analyse
histologique et des mesures de chimie cliniqgue (Chamorro et al., 1990, 1996; Salazar et al.,
1996, 1998; Hutadilok-Towatana et al., 2008 ; Deng et Chow, 2010).

Selon les résultats obtenus et la littérature, la SP est un complément alimentaire non-
toxique et nutritif (Vo et al., 2015). Donc, son intégration en alimentation humaine est
recommandée. La culture de SP a été faite et suivie, la récolte et le séchage naturel de cette
derniére nous a permis d’avoir une masse de poudre de spiruline préte a é&tre consommé ou

intégrés dans un aliment.
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I11.5. CULTURE DE LA SPIRULINE ET CONCEPTION D’UN
NUTRACEUTIQUE

111.5.1. Culture de Spirulina platensis

Le Tableau 20, enregistre les caractéristiques phyto-chimiques de Spirulina
platensis (SP) cultivée. Cependant, la culture est influencé par les variations de conditions de
croissance selon plusieurs chercheurs dans le but d’optimiser la production de composés
économique et nutritionnel intéressants, notamment des protéines, pigments, antioxydants et
vitamines (Abd EI-Baky et al., 2006, 2007 et 2009).

D’aprés les résultats obtenus et la littérature, la SP peut étre considérée comme un
complément alimentaire caractérisé par un profil nutritionnel intéressant, des activités anti-

oxydantes, antimicrobiennes et thérapeutiques avec une grande marge de sécurité.

La figure 31 montre la SP cultivée sous microscope optique. Les cellules de la souche
de Spirulina platensis fraiche a montré une structure multicellulaire et filamenteuse avec des
trichomes cylindriques bleu-vert, formant des filaments droits de 350 pum de long et une

moyenne de 13um de diametre.

a b C

\ "
N\
\-

Figure 31: Spirulina platensis cultivé sous microscope optique Gr x40 et Gr x100.

Gr x40 (a, b,c) et Gr x100 (c).
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Tableau 20: Rendement de culture et caractérisation phytochimique de la spiruline

Caractéristiques phyto-chimiques

Spirulina platensis (SP)

Rendement de la culture de spiruline (g/l)

0,50 g/L (1% récolte)

1,30 + 0,34 g/L (2°™ récolte)

1 kg (2 ans/ 10 L de SP)

Phycocyanines 18,50 £ 0,12
Phycobiliprotéines | Phycoérythrines 1,21 + 0,08
(%) (*) Allophycocyanines 2,40+0,11
Rapport de pureté de C-PC | 4,53 £ 0,10
Chlorophylle a (*) 3,33+£0,15
Chlorophylle b (*) 2,18 £ 0,09
Caroténoides totaux (mg/L) (*) 3,87 +£0,20
Teneur en protéines totales (%) (*) 62,4 + 0,04 Apport calorique
Teneur en lipides totaux (%) (*) 10,72 £ 0,47 400,68 Kcal
Teneur en sucre (%) 13,65 +0,047 (1676,44 KJ)
pH a22°C (*) 6,94 + 0,06
Humidité (%) (*) 6,30 + 0,011
Matiére seche (%) (*) 93,70 £ 0,04
Teneur en cendre (%) (*) 30,20 = 0,05
Teneur en fibres (%) 3,12 £ 0,034

Meétaux lourds (mg/kg) (*)

Pb, Hg, As, Cd, Sn et Bi < Doses limites

Testde DPPH | 100 mg /mL d’extrait aqueux

Test ’ABTS | de spiruline (*) (%)

61,17+0,13

68,36+0,25

(*) : Moyenne de trois essais + ESM.
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I11.5.2. Conception d’un nutraceutique

La conception d’un nutraceutique a pour objectif de mettre sur le marché un biscuit de
meilleure qualité nutritionnelle et de deéterminer si 1’amélioration de cette derniére est

compatible avec le maintien de la qualité sensorielle du nutraceutique.

L’incorporation de la spiruline a dans une farine biscuitiére forme un nutraceutique
« Biscuit ». L’origine du mot biscuit est "Bis-Cuit", qui signifie subir une double cuisson.
Cette derniére n’est plus pratiquée actuellement en biscuiterie et il sera plus juste de sous
entendre par le terme biscuit « bien cuit » (Kiger et Kiger, 1967 ; Menard et al., 1992 ;
Gallagher, 2008).

Les biscuits sont des produits alimentaires populaires et pratiques idéaux par leur
valeur nutritive, leur goQt, leur compacité et leur commodité, ayant une faible teneur en
humidité que les gateaux ordinaires et le pain. Ils sont généralement plus sir de la
détérioration microbiologique avec une longue durée de conservation (Malick et Sheikh,
1976 ; Wade, 1988 ; Singh et al., 2015).

111.5.2.1. Evaluation physique des biscuits

Les caractéristiques physiques des biscuits obtenus sont mentionnées dans le
Tableau 21. L’analyse des résultats montre que le poids des biscuits diminue
significativement avec les doses de 0,3 et 0,6% de la spiruline (SP) en comparaison avec le
témoin (14,03 et 14, 73 vs 16,54g) et augmente légerement a partir de 0,9% de SP
incorporee. En effet, il passe de 16,54 g pour le témoin a 16,68 g pour les biscuits a 1% de
SP. L’incorporation de SP fait aussi augmenter significativement le diamétre des biscuits aux
concentrations 0,3 ; 0,6 et 0,9% de SP, alors que la dose de 1% de SP n’influence pas le
parameétre en comparaison avec les biscuits témoins. Une augmentation non significative de
I’épaisseur et 1’étalement des biscuits aprés 1’incorporation de la SP en comparaison avec le
biscuit témoin. Ainsi, la surface et le volume des biscuits augmentent significativement avec
I’augmentation de la SP incorporée surtout a une dose de 0,6% en comparaiosn avec les

biscuits témoins. Les valeurs obtenues sont dans 1’ensemble acceptables.

Les changements des caracteres physiques au fur et a mesure que le taux de SP
augmente dans la formule des biscuits sont dus au changement de la force boulangere de la
farine qui devient de plus en plus faible. Une baisse de la qualité et la quantité du gluten qui
devient plus concentré peut étre aussi un élément pouvant expliquer ce changement dans la

qualité des biscuits (Aboudaou, 2011 ; Djenane et Benmansour, 2015).
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Tableau 21: Résultats d’analyses physiques des biscuits enrichis en spiruline

B 40% B 20,3% Ba06% | Ba09%  Bal%
Moyenne Caractéristiques d’un seul biscuit

Poids du 16,54+134 | 14,03+133** | 14,73+053* | 16,16+145 | 16,68+183
Biscuit (g)
DIEITE e 63.17+0,60 = 6523+1.23% | 66,23+0,50*** 64.66+061*  63,88+086
D (mm)
Epaisseur 8.64+030 |  833+057 8.66+0,24 8,50+0,25 | 9.02+0,39
E (mm)
(E[;?I'Ee)me”t 7324032 | 7.89+087 7.66+0,35 7.62+022 | 7.10+0,36

2
?S“_”:‘Crezgcm) 31,34£0,83 | 33,42£1,45% | 34,45:0,82%** | 32,85:0,81* | 32,06+1,19
Vol B
(\?—ir?zegm) 27,084146 | 27,79+217 | 29,83+141* | 27,92+1,82 | 28,95:2,80

B : % : Biscuit de 0% a 1% de poudre de Spirulina platensis. Moyenne de cinq essais. = = 3,141. *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001 en comparaison avec le biscuit témoin

111.5.2.2. Evaluation sensorielle des biscuits

L’analyse sensorielle consiste a etudier de tres pres la préférence et 1’acceptabilité du
produit par un consommateur. La Figure 32 montre les aspects extérieurs des biscuits témoins

et ceux enrichie en SP a différents doses avant et apres cuisson.

Le jugement du jury sera dicté par son appréciation personnelle des biscuits qui lui
sont présentés. Sur la base du nombre de points comptabilisés, par suite de 1’appréciation des
différents criteres organoleptiques, la classification des biscuits enrichie en SP est présentée
du moins apprécié au plus désiré comme suit (Tableau 22): B. 0 % SP (Témoin), B. 0,3% SP
(biscuits enrichi par a 0,3 % de SP), B. 0,6% SP (biscuits enrichi par 0,6 % SP), B. 0,9% SP
(biscuits enrichi par 0,9% SP) et B. 1% SP (biscuits enrichi par a 1 % SP).

Le classement des membres de jury fait apparaitre une meilleure préférence pour les
biscuits enrichis en SP par rapport a leurs homologues non enrichis. L’ordre de préférence
suit de trés prés I’augmentation du taux d’incorporation de cette micro-algue bleu verte et la

saveur constitue la principale cause.
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Figure 32: Nutraceutique; biscuit enrichi en spiruline.
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Tableau 22: Etude comparative de la qualité des biscuits enrichi en spiruline a différentes

doses.

Qualités

Criteres d appreciation et notes globales (/27)

Biscuits (%) SP Couleur (/9) | Texture (/9) Saveur (/9)

0 %SP 6,78 £0,97 6,78 +1,39 5,78+0,67 19,33
0,3%SP 6,22+1,39 7,00 0,71 6,22+0,97* 19,44
0,6%SP 5,56+2,07 7,00+1,32 7,56+1,13** 20,11
0,9%SP 6,11+1,36 6,89+1,36 7,56+1,01** 20,56
1%SP 6,89+1,05 6,44+1,81 | 8,11+0,60*** 21,44

SP : Spirulina platensis. Les moyennes sont comparées verticalement. Le jury est composé de 9 personnes.
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 en comparaison avec le biscuit témoin

111.5.2.3. Qualité générale des biscuits

L’appréciation de la qualité globale des biscuits enrichis en SP avec leurs homologues
non enrichi est liée a une modification de la couleur de la crodte, de la texture et de la saveur.

Pour la forme du biscuit aucune différence significative n’a été observée.
Couleur de la crolte

La couleur est un paramétre trés important dans 1’acceptation des produits céréaliers,
son apparition commence vers les dernieres étapes du processus de cuisson. Elle est le résultat
de réactions de Maillard et la formation de composeés réactifs (aldéhydes, cétones, composés
dicarbonylés, ...) issus de la dégradation des sucres par caramélisation. La couleur est un
parametre que le consommateur remarque immédiatement par son influence sensorielle
subjectif (Cheftel et Cheftel, 1977 ; Laraet al., 2011).

Dans I’ensemble la couleur des biscuits (0% SP. 0,3% SP. 0,6%SP et 0.9% SP) est
acceptable par le jury de dégustation alors que le biscuit 1% SP a montré un début de
I’apparition de la couleur verte de la SP incorporée et par conséquent il est moins acceptable

par le jury (Figure 32).
Texture

La texture est un paramétre de qualité important qu’on puisse mesurer physiquement.

Son importance est de taille pour la biscuiterie et la formation d’une miette tendre et flexible
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est désirée (Lara et al., 2011). La variation globale de texture entre les biscuits n’est pas
significative. Chevallier et Cotonna, (2002) ; Ardent et al., 2009, ont démontré que ni
I’agrégation protéique (débutant a 85°C dans le cas des biscuits petit beurre) ni la
gélatinisation de I’amidon qui, dans le cas des biscuits est limitée en raison de la faible teneur
en eau, n’ont pas d’effets sur le développement de la texture finale du biscuit. Les mémes
auteurs montrent que le sucre fondu durant le processus de cuisson retrouve un état vitreux
apres refroidissement et participe au developpement de la texture du biscuit et a la cohérence

des agrégats constitutifs.

La saveur

L’analyse de la saveur est difficile a percevoir et a décrire car la sensibilité des
papilles gustatives est différente lorsqu’on passe d’une personne a une autre. Ceci a fait que
ce test est considéré comme trés subjectif. Une variation globale inter-biscuit est hautement
significative (P< 0,001). Des différences significatives sont observées entre les biscuits
enrichis en spiruline a 1% et les autres ainsi qu’avec les biscuits témoins (non enrichi en SP).
La saveur est améliorée par 1’incorporation de la SP. Ces biscuits avaient une saveur de

noisettes agreable et typique.

Considérant les attributs couleur, texture et saveur on pourrait en déduire que les 4
taux d’incorporation de SP étaient optimales. Par conséquent, les biscuits de qualité globale
acceptable peuvent étre préparés en utilisant 0,3; 0,6 ; 0,9 et 1% substitué avec la SP en
prenant en considération la dose recommandé de consommation de SP (5g/j) ce qui vaut 1%
de SP et 5 biscuits/j avec un apport nutritionnelle et énergétique appréciable et variable.

Conservation

Le nutraceutique fabriqué peut étre conservé plus d’un an selon les tests de

dégustation faites par les jurys aprés 72h de production, aprés 6 mois ; 12 et 14 mois.
111.5.2.4. Etude économique

Le prix de vente de SP pris comme exemple est de 25000 DA/Kg. Le co(t élevé de
matieres premiéres la SP constitue un probléme que rencontre le produit nutraceutique. Les
résultats obtenus dans le tableau 23, présentent I’étude économique de 1’incorporation de SP

en biscuit sec formant le nutraceutique.

Une différence tres significative des prix des biscuits enrichi en SP en comparaison
avec ceux non enrichi est notée. Le colt du biscuit augmente avec 1’augmentation de la SP

incorporeée.
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Le prix d’un kg de biscuit enrichi en 1%SP revient a 1393,683 DA en comparaison
avec le biscuit témoin non enrichi en SP avec 45,264 DA/Kg de biscuit. Le colt d’une piece
de biscuit est de 23,246 DA par rapport a 0,748 DA/ piéce de biscuit témoin.

Tableau 23: Aspect économique du biscuit enrichi en spiruline

Les ingrédients Quantité % Prix PRIX
d’ingrédient (DA/KQ)/HT
Farine (g) 300 57,12 23 1242,80
Sucre (g) 90 17,14 77,10 1229,82
Graisse végeétale (g) 60 11,42 119 1286,02
Sel (NaCl) (9) 3,0 0,57 16 8,645
Bicarbonate de sodium (g) 1,2 0,23 60 12,97
Bicarbonate d’ammonium () 3,0 0,57 42 22,70
Dextrose monohydrate (g) 6,0 1,14 110 118,87
Lait écréme (ClI) 6,0 1,14 310 335,01
Eau (CI) 56 10,66 0,5 5,04
Spiruline (19) 30 5,40 25000 13508,64
Total 555,2 100 3257,6 139368,33
1 kg de biscuit enrichi en 1% de
1393,683*** /
SP (DA)
1 kg de biscuit témoin non
o 45,264

enrichi en SP (DA)
Une piéce de biscuit enrichi en |
1% de SP (DA) 23,246***
Une piece de biscuit témoin non /

enrichi en SP (DA) 0,748

HT : Hors taxes ; DA : Dinnar algérien. Ingrédients pour 30 biscuits (g). ***p<0,001 en comparaison avec le
biscuit témoin
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152 RATS WISTAR

SPIRULINA
PLATENSIS (SP)

DIABETE TYPE 1

150 mg/Kg P.C. Alloxane

DIABETE TYPE 2

40% de Fructose

TOXICITE DE LA SP

5-10-20-40-50-80 et
100% (p/v) de SP

CULTURE DE SP

Milieu zarrouk

Conception d’un
nutraceutique

Bicuit enrichi en poudre
de SP cultivée a
différenets doses (0,3-
0,6,0,9et 1%

Sérum:  Glycémie, Insuline,
HB1Ac, Choleésterol Total,
Triglycérides, HDL-c, LDL-c,
VLDL, ASAT, ALAT, PAL, Uree,
Créatinine, Acide urique, Prot T,
Na, Cl, K, Stress oxydatif ( SOD,
Gpx, GRx, TAS) et TBARS.

Histologie des
Pancreas, foie et reins.

oragnes :

La production de 1 kg SP en
poudre.

Les biscuits obtenu ont un bon
profil sensoriel (la couleur, la
saveur, la texture, l'appréciation
globale et d'acceptabilité globale) et
nutritionnel avec un taux elevé de
protéines végétale en plus des
vitamines, minéraux et fibres.
~ 23DA/piece de biscuit enrichi en

Retablissement des
parametres biochimiqges et
du stress oxydant a la
normale apres 60 j de
traitement & la SP

Absence de toxicité de SP

jusqu’a 100% (p/v)

Rétablissement  tissulaire
pancréatiques et hépatique a
la noraml aprés 60 j de
traitement de SP

Apres ’arrét de traitement
pendant 10 j, la SP a
maintenue son éfficacité
sur tous les paramétres
étudiés dans une gamme
normale en particulier la
glycémie et la lipédimie.

Figure 33: Effet de la spiruline sur le métabolisme biochimique des rats diabétiques de type 1 et 2. Culture de spiruline et conception d'un

nutraceutique.
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DISCUSSION

A. CARACTERISATION PHYTO-CHIMIQUES DE LA POUDRE DE S.
PLATENSIS

L’intérét de cette étude est de déterminer I’effet antioxydant de spiruline riche en
composes bioactifs notamment chez le rat Wistar rendu diabétique. Un screening
phytochimique qualitatif et quantitatif est fait sur la méme algue étudiée. Les teneurs en
polyphenols totaux, flavonoides, phycobiliprotéines et en caroténiodes ont été déterminés en

raison de leurs propriétés anti-oxydantes (Huang et al., 2007 ; Thomas et Kim, 2011).

Le screening phytochimique a montré la richesse de spiruline en polyphénols totaux et
en phycocyanines représentant la phycobiliprotéine majeure dans S. platensis avec un taux de
pureté supérieur a 4. Les caroténiodes sont présent avec un taux important en chlorophylle a.
La nature et la teneur des phénols totaux, de phycobiliprotéines et de caroténoides varient en
fonction de I’espéce, la souche, les conditions de milieu de culture, particulierement la teneur
en azote, l'intensité lumineuse, 1’age cellulaire, la saison, les variations physiologiques et
environnementales et les conditions d’extractions (Kim et al., 2011 ; Oztirk trek et
Tarhan, 2012 ; Chaiklahan et al., 2013 ; Machu et al., 2015).

Les extraits de S. platensis ont montré une activité antioxydante élevée en DPPH et
ABTS en comparaison au BHT avec un IC50 de 70,40 - 45,69 et 110,21- 72,09 des extraits
aqueux et éethanolique pour le DPPH et ABTS respectivement. Cette action est due a la
composition phytochimique complexe et variée en composés phénoliques, pigments et
vitamine E de spiruline auxquels plusieurs auteurs s’accordent a leur attribuer un potentiel
antiradicalaire tres important (Duan et al., 2007 ; Li et al., 2009 ; Shanab et al., 2012).

La différence de l'activité antioxydante peut étre due a différents mécanismes de
piégeage des radicaux, la capacité de donner I'hydrogene et d'électrons par l'extrait (Mathew
et Abraham, 2004 ; Conforti et al., 2005). En outre, des facteurs tels que la stéréo sélectivité
des radicaux et la solubilité de I'extrait peuvent également affecter la capacité antiradicalaires
(Benedetti et al., 2004). La caractérisation phyto-chimique de la spiruline nous a permet de
déduire sa capacité antiradicalaire et antioxydante et le dosage des pigments
phycobiliprotéine, chlorophylles et caroténoides en plus des phénols totaux ayant un
potentielle appréciable comme additifs pharmaceutique, alimentaire ou cosmétiques (Riss et
al., 2007; Shalaby et al., 2011 ; Oztlrk tirek et Tarhan, 2012 ; Banji et al., 2013).
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B. CARACTERISATION PHYSICO-CHIMIQUE DE LA SPIRULINE

La caractérisation physico-chimique de la cyanobactérie étudiée « spiruline » est dans
les normes selon les résultats obtenus et la littérature avec un taux élevé en protéine (54,87%).
Les teneurs en protéines, glucides, lipides, minéraux et fibres,... etc varient en fonction de
I’espéce, le milieu et les conditions de culture (les nutriments, la salinité, l'intensité
lumineuse, la température, le pH), la récolte, I'eau, la variation saisonniere, le ou les solvants
d’extraction, 1’état frai ou sec cultivé ou commercialisé de spiruline et méme l'association
avec d'autres microorganismes (Richmond, 2004; Charlemagne, 2008 ; Holdt et Kraan,
2011 ; Ambrozova et al., 2014 ;Aouir et al., 2017). Cependant, l'effet d'algues et de
traitement d'algues a savoir le séchage, I'emballage, le transport et le stockage ultérieur, sur la

composition chimique est rarement étudie.

Le processus de production traditionnel suivie dans le lac Tchad "Dihé" et appliqué sur
la souche de spiruline utilisé dans | présente étude n'est pas approprié pour avoir de hautes
valeurs nutritives dus aux conditions de croissance, de récolte et de séchage non controleées,
en plus de la présence de sable, de vers, de débris de plantes, d'animaux et d'insectes dans le
lac affecte les qualités nutritionnelle, microbiologique et hygiéniques de la spiruline (Sorto et
Gonnet, 2007). Néanmoins, la teneur en protéines de spiruline étudiées présente une valeur
supérieure a celle de nombreuses autres sources de protéines alimentaires : légumes: 22%,
viande: 25%, poisson: 20% (Aouir et al., 2017).

C. EXPERIMENTATION ANIMALE

De nombreuses comorbidités sont associées au diabéte conduisant & certain nombre
de complications d’hyperlipidémie, d'obésité, de maladie coronarienne et vasculaire
périphérique, d’insuffisance rénale, des accidents vasculaires cérébraux, d’hypertension, des
amputations, de la neuropathie, la rétinopathie et la cécité (Kesavulu et al., 2000 ; Scoppola
et al., 2001 ; Kameswara Rao et al., 2003 ; Owu et al., 2006 ; Latha et Daisy, 2011; Miller
et al., 2014). Dans cette étude, deux types de diabétes sucrés ont été provoqué a savoir le
daibete de type 1 et 2 (DT1 et DT2) chez des rats Wistar par 1’alloxane et un excés de

fructose respectivement.

. Apres 70 jours d’expérimentation, une perte de poids significative a été notée

chez les rats diabétiques a 1’alloxane (-16,92 g ; DT1), contrairement aux animaux rendus

118



Chapitre 111: résultats et discussion

diabétiques par le fructose ol on a constaté une surcharge pondérale avec un gain de poids

de (+83,87 g ; DT2) par rapport au contréle.

Pour le DT1, la perte de poids est due probablement & un mauvais contréle de
glycémie et/ou a un catabolisme excessif de protéines en acides aminés par la
néoglucogenése provoquant I'atrophie musculairs et l'augmentation de la fonte de celle-ci
(Edelman, 1998 ; Chatterjea et Shinde, 2002 ; Kasetti et al., 2010 ; Kahn et al., 2014).
Pour le DT2, la consommation excessive d'alimentation calorique est liée directement a un

gain de poids et une résistance a l'insuline (Pessin et Saltiel, 2000).

Le potentiel de S.platensis pour restaurer la perte de poids corporel semble étre di a
son effet anti-hyperglycémiant, a un contrle de l'atrophie musculaire adéquat a savoir
I'inversion de la gluconéogenése et a I'épuisement du phosphore des tissus mous dans le DT1
traité par la spiruline (Edelman, 1998 ; Muthuraman et al., 2009 ; Abdoul-Azize et al.,
2013).

La spiruline a un effet anti-diabétique et anti-obésité prouvé aprés administration de
cette algue dans le DT2. Les résultats montrent une augmentation des protéines musclaire

squelettique des rats Wistar apres administration de 17% de protéines de spiruline pendant 60

jours (Voltarelli et de Mello, 2008 ; Vo et al., 2015).

Selon Yadav et al., (2005) ; Sophia et Manoharan, (2007) ; Abdoul-Azize et al.,
(2013), la variation de la masse hépatique suivie du diabete est due aux processus
cataboliques; la glycogénolyse, la lipolyse et la protéolyse, a I'nyperinsulinémie, la résistance
a l'insuline, I’hypertriglycéridémie et les triglycérides hépatiques ce qui fait la quantification
du glycogéne, la forme de stockage intracellulaire primaire de glucose dans le foie sont des

indicateurs important du diabete sucré.

L’hypertrophie rénale ou augmentation de poids du rein observée chez les animaux
diabétiques peut étre due a l'utilisation excessive du glucose et a I'amélioration ultérieure de la
synthése du glycogeéne, la lipogenese et la synthése des protéines aussi due a la prolifération
cellulaire glomérulaire accompagnée de I'élargissement glomérulaire (Sophia et Manoharan,
2007 ; Poonam et al., 2008 ; Vallon et Thomson, 2012).

Les résultats obtenus suggerent I’amélioration de I'état de santé et le mécanisme de
contrdle de la glycémie chez les rats diabétiques aprés administration de spiruline. Le diabéte
est un trouble métabolique impliquant des perturbations caractéristiques du métabolisme du

glucose et des troubles de sécrétion d’insuline conduisant a une hyperglycémie et des
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altérations du métabolisme lipidique et protéinique (Soussi et al., 2009 ; Latha et Daisy,
2011).

Glycémie, insulinémie

Dans note étude, I'activité antidiabétique de spiruline a été testée en utilisant le dosage
de glycémie a jeun, d’insuline et d’hémoglobine glyquée chez des rats normaux et
diabétiques. Pour le DT1 et le DT2, une augmentation significative des niveaux de glucose,
d’HbA lc¢ et une hypo-insulinémie plasmatique ont été notée. Les mémes résultats ont étaient
trouvé par (Shokeen et al., 2008 ; Gupta et al., 2010; Moura et al., 2011 ; Kabir et al.,
2015) pour le DT1 et (Chakravarthy et al., 2009; Castro et al., 2015) pour le DT2.

Le diabéte est accompagné par un disfonctionnement pancréatique. Une diminution
progressif de 1’efficacité des cellules béta des Tlots de Langerhans et de I’incrétine (hormone
stimulateur de la sécrétion de I’insuline) et la libération de glucagon par les cellules alpha
pancréatiques (Knop et al., 2007 ; Eckel et al., 2011 ; Kahn et al., 2014). Les traitements du
diabete se concentrent sur I'amélioration de la sécrétion de I’insuline et la sensibilité a celle-ci
(Islam et Choi, 2008). Les mécanismes possibles par lesquels la spiruline apporte son activité

antidiabétique sont dus principalement a sa composition interessante en:

- Pigements phycocyanines et polyphénols ayant une forte activité antioxydante (Layam et
Reddy, 2007; Ambrosi et al., 2008 ; Li et al., 2009 ; Thomas et Kim, 2011).

- Chrome et fibres, le chrome joue un réle de promouvoir l'activation des récepteurs de
I'insuline. 1l se lie & un peptide « chrome apoprotéine » et le complexe interagit avec les
récepteurs de l'insuline et améliore son activité. Les fibres jouent un réle antihyperglycémiant
par le ralentissement de la vitesse d'absorption d’hydrate de carbone au niveau de l'intestin
(Vincet, 2000 ; Khan et Safdar, 2003).

- L'inhibition de la production endogéne de glucose ou la réduction de I'absorption intestinale
de cel-ci (Eddouks et al., 2003).

- La potentialisation des effets de l'insuline plasmatique par I’augmentation de la sécrétion
pancréatique de celle-ci des cellules béta existantes ou par sa sortie de la forme liée (Vessal et
al., 2003 ; Gupta et al., 2010 ; Jain et al., 2010).

- La stimulation des ilots de Langerhans a sécréter I’insuline par 1’amélioration de la
sensibilité périphérique a cette hormone ce qui favorise le transport du glucose aux tissus
périphériques (Soussi et al., 2009; Gupta et al., 2010).

120



Chapitre 111: résultats et discussion

L’augmentation de l'insuline plasmatique chez les rats diabétiques traités avec la
spiruline pourrait étre due a la sécrétion ou la conversion de la proinsuline en insuline par la 8
cathapsin du pancréas ou aux substances tropiques d’insuline présentes dans 1’algue qui
induisent la protection des cellules p fonctionnels de la détérioration ou la régénération afin

qu'ils restent actifs et produisent de I'insuline (Bansal et al., 1981 ; Bakirel et al., 2008).

Selon Sharma et al. (2008), afin de mieux comprendre le role de la spiruline en tant
qu'agent insulinotrophique, ils ont étudiés in vitro la libération d'insuline des Tlots de
Langerhans isolées du pancréas des rats diabétiques. L'incubation de ces derniéres avec le
glucose en présence de la spiruline a donné lieu a une stimulation importante de l'insuline et

une augmentation d'environ 16% par rapport au groupe de contrdle diabétique.

L’hypothése mise dans cette étude c’est que la spiruline a la capacité de potentialiser
la sécrétion dinsuline et/ou de régénérer les cellules B pancréatiques sans dangé

d’hypoglycémie ce qui lui donne plus d’importance pour le diabéte (P6rksen, 2006).
Profil lipidique

Des anomalies de profil lipidique et lipoprotéinique dus a I’insuffisance d'insuline a
I'élévation significatives de cholestérol total, triglycérides, LDL-c et VLDL-c sériques et la
réduction du niveau de HDL-c des rats diabétiques en raison d'une augmentation de l'activité
de pyruvate déshydrogénase (Axen et Axen, 2006 ; Miller et al., 2008 ; Latha et Daisy,
2011 ; Kumar et al., 2012; Zhang et al., 2013 ; Castro et al., 2015).

La concentration elevée de cholestérol total sérique observée chez les rats diabétiques
est probablement due a la mobilisation des acides gras libres des dép6ts de graisse
périphériques, des altérations membranaires dérythrocytes (composition) et/ ou a une
diminution de catabolisme du cholestérol (Das et Baliarshinaha, 1997; Sophia et
Manoharan, 2007 ; Barakat et Mahmoud, 2011).

L’effet bénéfique de SP sur I'hyperlipidémie diabétique a été prouvé par la réduction
significative du cholestérol total et des triglycérides. L'analyse des fractions lipoprotéiques a
révelé que les niveaux de LDL-c et VLDL-c ont été réduits contrairement au HDL-c avec une
diminution significative des indices athérogénes, les ratios de cholestérol total / HDL-c et le
rapport LDL-c/ HDL-c aprés I’induction du diabéte. Des résultats ressemblables ont été
observé par plusieurs études (Mani et al., 2000 ; Parikh et al., 2001 ; Samuels et al., 2002 ;
Kim et Kim, 2005 ; Riss et al., 2007 ; Sophia et Manoharan, 2007 ; Colla et al., 2008 ;
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Lee et al., 2008 ; Kamalpreet et al., 2008) avec dfférentes doses de spiruline et pendant des

durées variables sur ’humain et I’animal.

L'administration de SP a restauré les niveaux de lipides et de lipoprotéines chez les
rats diabétiques. L'effet hypolipémiant de cette algue pourrait étre attribuée a la présence de
principes bioactifs hypolipidémiants et leurs propriétés synergiques (les phycocyanines ; les
acide gamma-linoléique les fibres et les protéines), I'nyperglycémie controlées, l'inhibition de
la synthése endogene des lipides par la potentialisation de la sécrétion d'insuline,
I’augmentation de la lipoprotéine lipase et I'activité de la lipase hépatique de triglycérides, la
stimulation de la pré-p HDL-c, le transport inverse du cholestérol et la réduction de la
production de cholestérol total par les tissus du foie et une élimination efficace de LDL-c de
divers tissus sans renouvellement ultérieur et finalement la diminution de I'absorption
intestinale du cholestérol ainsi que la réabsorption des acides biliaires dans I’ileum (Iwata et
al., 1990 ; Anderson, 2000 ; Panam et al., 2001 ; Rodriguez-Hernéandez et al., 2001;
Yang et al., 2002 ; Khan et al., 2003 ; Nagaoka et al., 2005 ; Daniel, 2006 ; Jain et al.,
2010 ; Moura et al., 2011).

Les bienfaits cardiovasculaires de spiruline sont principalement le résultat de son
pouvoir hypolipémiants, anti-oxydant et anti-inflammatoires montrés dans des études
précliniques et cliniques (Deng et Chow, 2010).

La spiruline a réduit l'incidence des événements coronariens qui est la principale cause
de morbidité et de decés des sujets diabétiques, en plus d’une diminution de l'indice
athérogéne. Le niveau de HDL-c est inversement corrélée aux maladies coronariennes et la
réduction de ce ratio est considéré comme un facteur anti athérosclérose, notamment sa
capacité a inhiber I'oxydation des LDL-c et de protéger les cellules endothéliales des effets
cytotoxiques des LDL-c oxydée d’une part, et d’'autre part, le micro-environnement présent a
I'intérieur de la Iésion athérosclérotique est pro-inflammatoire (Cheftel et al., 1997 ; Chisolm
et Steinberg, 2000 ; Yang et al., 2002 ; Assmann et Nofer, 2003 ; Deng et Chow, 2010 ;
Barakat et Mahmoud, 2011).

En plus que c’est un trouble du métabolisme lipidique défnie comme des dépdts de
lipoprotéines sur les parois arterielles, conduisant a I’apaississement de celle-Ci,
I'athérosclérose est reconnue comme une maladie inflammatoire chronique. L'inflammation
excessive des parois artérielles est un facteur de risque des maladies cardiovasculaires (Lusis,
2000; Glass et Witztum, 2001 ; Feoli et al., 2003 ; Shyam et al., 2007).
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Un facteur ayant une activité anti-oxydante et/ou anti-inflammatoire peut se révéler
bénéfique dans la lutte contre les maladies cardiovasculaires. L'effet anti-athérogene de la
spiruline prouvé dans la présente étude pourrait étre di a la présence dacides gras
polyinsaturés, des phytostérols, de tocophérols et B-caroténes, la forte activité antioxydante
et/ou I’abaissementde du niveau de circulation du cholestérol, plus précisément le LDL-C

(LaRosa, 1994 ; EIAdawy et Taha, 2001 ; Deng et Chow, 2010 ; Shanab et al., 2012).

Spirulina platensis influence positivement le processus d'athérosclérose et la pression
artérielle chez les patients atteints de maladie cardiaque, diabétiques et aussi sur divers types
d’animaux. En plus des changements de statut lipidique, 1’état immunologique de ses derniers
a été amélioré (Ramamoorthy et Premakumari, 1996 ; lonov et Basova, 2003 ; Khan et
al., 2005 ; Riss et al., 2007 ; Lee et al., 2008 ; Shalaby, 2011).

Selon les résultats de cette étude et la littérature, on peut conclure que la spiruline a
montré avoir le r6le de régulateur ou de correcteur de métabolisme lipidique et glucidique
chez les rats diabétiques. Bien que I'nyperglycémie et I'hypercholestérolémie sont les deux
principaux facteurs qui contribuent a la gravité de I'état diabétique, il est nécessaire d'analyser
d'autres parametres vitaux afin d'évaluer pleinement les effets anti-diabétiques de I’algue

S.platensis.
Profil hépatique et rénal

Les résultats de cette étude ont clairement démontré que le diabéte provoqué par
l'alloxane (DT1) ou le fructose (DT2) ont causé une importante hépatotoxicité des rats.
L’augmentation de transaminases plasmatique est fréquemment observée dans le diabete en
raison des fuites des enzymes SGOT, SGPT et PAL du cytosol du foie vers le sang, de
I'insulino-résistance hépatique induisant un exces d’acides gras libres en circulation et au
stress oxydatif, la peroxydation lipidique et la présence de cellules inflammatoires induisant

tous une hépatotoxicité (Navarro et al., 1993 ; Harris, 2005).

L’administration de spiruline aux animaux diabétiques a stabilisé le bilan hépatique
par son activité antioxydante attribué a la présence principalement des phycobiliprotéines
(phycocyanines, allophycocyanines et chlorophylles), en plus de ses composants phénoliques
ayant des propriétés thérapeutiques antioxydantes et antidiabétiques (Li et al., 2009 ; Thomas
et Kim, 2011 ; Nuhu, 2013).

La composition chimique optimale des fluides corporels est maintenue par

I’élimination des déchets métaboliques, l'urée, I'acide urique, la créatinine et les ions par les
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reins. Les concentrations de ces métabolites augmentent dans le sang au cours de dommages
ou de maladies rénales associés a un diabete non contrélé, a la régulation anormale du glucose
qui a son tour provoque des dommages aux membranes cellulaires et la générartion des
espéces réactives de l'oxygene (ERO) donc une augmentation du stress oxydatif , la
peroxydation des lipides et une augmentation des niveaux de triacylglycérol et de cholestérol,
des activités élevées de la xanthine oxydase, les taux de protéines tissulaires glycosylées, des
modifications hémodynamiques au sein du tissu rénal (Aurell et Bjorck, 1992 ; Ha et Kim,
1999; Hayashi et al., 2001 ; Lim, 2014 ; Kawabata et al., 2015).

Le traitement des rats diébtiques par la spiruline a restauré de facon significative les
parameétres rénaux par l'abaissement des ces derniers prouvé par Anwar et Meki, (2003) ;
Kuhad et al. (2006) ; Poonam et al. (2008).

Plusieurs études antérieures ont démontré un niveau élevé d’acide urique sérique est
un fort predicteur du développement de micro- ou macroalbuminurie chez les diabétiques, nos
résultats peut appuyer ces conclusions. Une réduction soutenue de I'hyperglycémie diminuera
le risque de développer des maladies microvasculaires et de réduire leurs complications (Kim
et al., 2005 ; Hovind et al., 2009 ; Jalal et al., 2010).

La créatinine est synthétisée dans le foie, passe dans le sang lorsqu’elle est repris
entierement par les muscles squelettiques. Sa rétention dans le sang est une preuve de
l'insuffisance rénale. Par conséquence, la réduction des niveaux de créatinine et 1’urée
plasmatique par 1’administration de S.platensis peut impliquer que cette algue a interféré avec
le métabolisme de 1’urée-créatinine et son mécanisme d’excrétion et de rétention éventuelle
dans le sang (Stuglin et Prasad, 2005 ; Wurochekke et al., 2008).

Le diabete sucré est la principale cause de maladie rénale, mais les facteurs génetiques
et environnementaux influencant la néphropathie diabétique ne sont pas encore compris.
Ainsi, il est nécessaire de mieux comprendre la physiopathologie et les voies moléculaires qui

conduisent d’une hyperglycemie & une insuffisance rénale (Vallon et Thomson, 2012).
Protéines, oligoélementset métaux lourds

Le diabete sucré se caractérise par des perturbations de métabolisme protéique causé
par l'insuffisance de la sécrétion d'insuline et / ou l'action de celle-ci. La régulation de ces
parametres aprés un traitement de spiruline montre 1’effet positif de cette microalgue sur le

taux de protéines des rats diabétiques (American Diabetes Association, 2007).
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Les résultas du contenu ionique de Na’, CI, K' montre des valeurs sensiblement
inférieures a la normale chez les animaux diabétiques, résultats observés sur 1’humain et
I’animal par Hannedouche et al., (1990) ; Pollock et al., (1991); Vallon et al., 1999, 2002).

La spiruline est connue par son effet antihyperglycémiant et par sa richesse en
minéraux essentiels y compris le potassium, le calcium, le chrome, le fer, le magnésium, le
manganése, le phosphore, le sélénium, le sodium...etc. Elle est capable ainsi de réguler le taux
d’électrolyes sanguin des rats diabétiques et aussi stimule I'absorption des minéraux par son

effet sur la microflore intestinale (Charpy et al., 2008 ; Gupta et al., 2010 ; Vo et al., 2015).

La modélisation de Na" plasmatique aprés par la spiruline est liée au transport du
glucose sur les composants actifs et passifs de la réabsorption proximale prédit que
I'hyperglycémie modérée augmente la réabsorption de Na® dans le tubule proximal
(Weinstein, 1986).

Bien que la spiruline utilisee dans cette étude exempte de meétaux lourds mais les
contaminations par les cultures extérnes sont possibles. La souche de spiruline utilisée dans la
présente étude a prouvé son effet protecteur contre le stress et la toxicite de métaux lourds
provoquant ainsi une grave anémie, une leucopénie et une augmentation du nombre de
réticulocytes. Cela est expliqué par sa capacité de piéger les radicaux libres par l'induction
d'enzymes antioxydantes (Simsek et al., 2009; Deng et Chow, 2010; Ponce-
Canchihuaman et al., 2010 ; Vo et al., 2015).

Le stress oxydatif

Le diabete est caractérisé par le perturbation de systétme de défense anti-oxydants,
impliquant 1’¢lévation de la peroxydation lipidiqgue ou MDA, laltération des enzymes
antioxydantes, le métabolisme de glutathion facultés affaiblies, le vieillissement et
I'athérosclérose indiquant 1’augmentation de la production de radicaux libres et d'especes
réactives de I'oxygéne (Kamalakannan et Prince, 2006 ; Bagri et al., 2009 ; Tiwari et al.,
2013 ; Tas et al., 2014).

Tout composé naturel ou synthétique présente une activité antioxydante pourrait
atténuer les dommages du stress oxydatif. La défense contre ces dommages par la spiruline
implique a la fois les composants enzymatiques et non enzymatiques. Les composants
enzymatiques (le fer-superoxyde dismutase (FeSOD) et l'ascorbate dépendant peroxydase
(AsA-POD), et la peroxydation lipidique (POL) peuvent directement piéger les espéces

réactives de l'oxygene (ROS) ou inactive la génération des ROS, aussi, ils peuvent agir en
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produisant les antioxydants non enzymatique (p-carotene, ascorbate, et a- tocophérol, la
chlorophylle, phycocyanine, et phycocyanobiline, les composés phénoliques tels que les
acides phenoliques et les flavonoides et de minéraux) qui ont gagné une enorme attention
autant que principes bioactifs naturels en raison de leur capacité a soutenir le systeme
physiologique contre le stress oxydatif des rats causé par le diabete en réduisant les ERO
(Candan et Tarhan, 2003; Al-Azzawie et Alhamdani 2006 ; Sepici-Dincel et al., 2007;
Chen et al., 2008 ; Oztiirk tirek et Tarhan, 2012 ; Banji et al., 2013 ; Vo et al., 2015).

Les radicaux libres de l'oxygéne réagissent avec toutes les substances biologiques;
toutefois, les plus sensibles sont des acides gras polyinsaturés. Les réactions avec ces
constituants de la membrane cellulaire conduit a la peroxydation des lipides (Memisogullari
et Bakan, 2004 ; Chu et al., 2010). L’augmentation ce parametre altere la fonction des
membranes en diminuant la fluidité de celle-ci et modifie l'activité des enzymes et des

récepteurs membranaires (Arulselvan et Subramanian, 2007).

La capacité de la spiruline a empécher, retarder ou inhiber la peroxydation des lipides
pourrait étre lié a l'arsenal (ensemble de composants antioxydant: armamentarium) a la
phycocyanine, la chlorophylle, la B-carotene, les caroténoide, la vitamine C, E, K, les
composés phénoliques, 1’acide lipoique, la riboflavine, les phytopigments xanthophylle,
enzyme de SOD, le sélénium, le magnésium et le manganese en inhibant l'initiation ou la
propagation toutes les phases du processus de peroxydation, la neutralisation des radicaux
libres, puis le blocage de la catalyse de la peroxydation et finalement par I’interruption des
lipides-réactions des chaines radicalaires (Upasani et Balaraman, 2003 ; Li et al., 2007 ;
Bermejo et al., 2008 ; Abd El-Baky et al., 2009 ; Banji et al., 2013).

La phycocyanine a la capacité de piéger les radicaux libres, les radicaux alcoxyle,
hydroxyle et peroxyle. Il diminue également la production de nitrite, supprime 1’expression de
la synthase inductible de l'oxyde nitrique (iINOS) et inhibe la peroxydation des lipides

hépatiques microsomales (Romay et al., 2003; Riss et al., 2007 ; Manconia et al., 2009).

Selon Kuhad et al. (2006) ; Afshari et al. (2007) ; Soussi et al. (2009), la baisse de
taux de MDA peut augmenter l'activité de la glutathion peroxydase (GPx), de la SOD et de
catalase chez les rats traités par la spiruline et donc provoquer des réactions d'inactivation de

peroxydation lipidique.

Le prétraitement avec la spiruline abouti a la prévention et la réduction de divers

indicateurs de toxicité tels que les niveaux de monoxyde d'azote, la formation de ERO,

126



Chapitre 111: résultats et discussion

lipoperoxydation et l'activité mitochondriale contre le stress oxydatif et les dommages des
tissus chez les rats in vitro et in vivo avec sa capacité de piégeager les radicaux libres (Zhang
et al., 2011 ; Makhlouf et Makhlouf, 2012 ; Tobon-Velasco et al., 2013).

Selon Shyam et al. (2007) , I’administration de spiruline aux animaux témoins n'a pas
apporté de changement significatif de statut antioxydant, méme si une tendance vers des
valeurs plus élevées est évident. Par conséquent, lI'administration de 10% de spiruline
contenant des antioxydant et antiradicalaires naturel, capable de minimiser ou d’éliminer a la
fois les radicaux peroxydes et hydroxyles et protégent contre les maladies liées au stress
oxydatif tel que le diabéte prouvé dans notre étude et dans plusieurs autres recherches (Abd
El-Baky et al., 2009 ; Shalaby et al., 2012 ; Abdel-Daim et al., 2013).

Bien que l'effet régulateur de parametres biochimiques et antioxydant de la spiruline
démontré dans plusieurs études et compris la notre, les composants actifs de la cette
microalgue responsables de cette propriété restent a identifier. Il a été suggéré que la
phycocyanine est le composant actif majeur contenue dans la spiruline, avec son activité

environ 20 fois plus efficace que la vitamine C.
D. Histologique

En plus des complications biochimiques sériques, le diabéte conduit a des
complications secondaires histologiques sur pancréas, foie, reins et le systéeme
hématopoiétique (Sabu et al., 2002 ; Latha et Daisy, 2011 ; Rama et al., 2012) ;

L’effet diabétogene est di a une production excessive d'especes réactives de I'oxygene
(ERO) menant a la toxicité des cellules pancréatiques particulierement les cellules béta des
flots de langerhans en réduisant la synthése et la libération d'insuline, aussi, la libération de
glucagon par la dérégulation ou disfonctionnement des cellules alpha (Sakurai et al., 2001 ;
Kumar et al., 2012 ; Kahn et al., 2014).

En outre, la spiruline particulierement la C-phycocyanine et les composés phénoliques
ont des propriétés thérapeutiques anti-oxydantes. Ce sont de puissants capteurs de radicaux
libres, peroxyle et peroxynitrite luttant contre le stress oxydatif réduisant la toxicité du foie,
des reins de rat et protege les cellules béta pancréatique contre la mort cellulaire apoptotique
en atténuant le stress oxydatif. Les propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires de la
phycocyanine, de B-caroténe, de a-tocophérol ont été confirmé par de nombreuses études (L.i
et al., 2009; Ponce-Canchihuaman et al., 2010 ; Thomas et Kim, 2011 ; Rodriguez-
Sanchez et al., 2012).
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La concentration elevé des marqueurs enzymatiques ASAT, ALAT et PAL reflétent la
nécrose hépatocellulaire due a la libération de ces derniers dans le sang apres une lésion de la
membrane cellulaire (Ju et al., 2008). La consommation a la fois de cette algue et I'exercice
physique améliore la stéatose hépatique chez les rats diabétiques Moura et al. (2011). Dans la
présente étude, la réduction significative de profil hépatique et rénal apres un traitement de

SP a indiqué I'effet protecteur de cette algue des organes ; foie et les reins des rats diabétiques.
E. TOXICITE DE LA SPIRLINE

La spiruline testée dans la présente étude Spirulina platensis n’a pas montré de toxicité
aux doses de 5, 10, 20, 40, 50, 80 et 100% pendant 4 semaines. Des études cliniques
supplémentaires sont nécessaires pour établir systématiquement le profil sécuritaire de cette
algue chez I’humain et le contr6le de la qualité de cette microalgue est obligatoire pour

garantir son utilisation et éviter toute contamination (Deng et Chow, 2010).

Enfin, le désequilibre des paramétres biochimiques étudiés dans la présente
experimentation ont été significativement normalisé par la spiruline pendant des périodes
variables entre 50 et 30 jours pour le DT1 et le DT2. Ceci indique que S.platensis a non
seulement augmenté I'absorption de glucose dans le sang, mais aussi inversée les dégats du
pancréas et foie observés chez les animaux diabétiques. L'intérét de la spiruline est basée la
non toxicité, la biodisponible et la protection multiviscérale significative contre de nombreux
médicaments et produits chimiques induisant les agressions toxiques (Avdagic et al., 2008;
Lu et al., 2010 ; Abdel-Daim et al., 2013).

F. CONCEPTION D’UN NUTRACEUTIQUE

La spiruline est utilisée dans I’alimentation humaine depuis les années 1980 comme
complément alimentaire de haute qualité (Becker, 1988; Borowitzka, 1988 ; Richmond,
1988). Les données de I'évaluation organoleptique a révélé que le bscuit enrichie en SP
cultivée sont significativement acceptable que le contréle des principales caractéristiques
sensorielles couleurs, texture et saveur, et présentent une tonalité verte acceptable et qui
augmente avec la quantité de biomasse supplémentaire. Les mémes observations ont été faites
par Abd El Baky et al. (2015).

Ainsi, on peut conclure que les biscuits ont un bon profil sensoriel et nutritionnel
particulier avec un taux elevé de protéines végétale en plus des vitamines, minéraux et les
fibres. 1l peut étre développé alors en tant qu’un nouvel aliment fonctionnel sur le marché en

favorisant la culture de la SP.
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CONCLUSION

La présente étude montre que la spiruline (SP) est un puissant anti-hyperglycémiant,
anti-hypo-insulinémiant, améliorant ainsi le profil lipidique, le poids corporel et les
dommages du stress oxydatifs et tissulaires du pancréas et du foie des rats rendus diabétiques
par I’alloxane et le fructose pendant 50 et 30 jours sans aucune action hypoglycémique chez

les rats sains.

Nos résultats suggerent que la SP améliore la régénération des cellules B pancréatiques
endommagées par le diabete et la sécrétion d'insuline avec une capacité a inhiber la

peroxydation lipidique et d'activer les enzymes antioxydantes chez les rats diabétiques.

L'analyse phytochimique de SP a révélé certains constituants ayant un potentiel
antidiabétique puissant en particulier les phycocyanines, caroténiodes et les polyphénoles. En
outre, il est rassurant de constater que l'algue n'a pas montre de toxicité chez les rats. Dans la
présente étude, 1’équilibre de statut d’antioxydant enzymatique altéré par le diabete et les
dommages peroxydant dans le sang par Spirulina platensis confirme ses propriétés
antioxydantes et anti-peroxydantes et son role potentiel dans la défense contre les radicaux

libres.

En outre, ces résultats suggerent que la thérapie a la metformine a longue terme n’est
pas conseillée a cause de ses effets secondaires cités auparavant. Par conséquent, la
combinaison de metformine-Spirulina ou monothérapie de spiruline peut réduire d’avantage

le risque de diabete et des maladies cardio-vasculaires.

La spiruline est un modele de produits biotechnologiques antioxydants en raison de ses
propriétés thérapeutiques et nutritionnelles. Elle semble avoir une valeur prometteuse pour le
développement d'un phytomédecament puissant pour le diabete, bien que des enquétes
pharmacologiques sont souhaitables pour élucider le mécanisme d'action exact des effets

hypoglycémiants et hypolipidémiants de la SP, ses extraits ou ses principes actifs.

Des essais cliniques complémentaires avec un nombre important d’échantillon
diabétiques et la conception expérimentale de haute qualité dans diverses populations
humaines cibles de sexe et d’age différents a court et a long terme et a différentes doses et
d’espéces de SP sont nécessaires pour confirmer les bienfaits hypoglycémiants,

hypolipidémiants, antiheépatiques, antioxydantes ...etc de la SP, et pour favoriser la
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consommation de cette algue et son utilisation comme traitement préventif et curatif de

diabete sucré.

Actuellement, la compréhension des mécanismes d’action de la SP sur les troubles
diabéetiques est encore limitée. L’identification et 1’extraction des principes actifs de la SP
(phycocyanines, les caroténiodes, les acides gras oméga-3 et oméga-6) responsables des effets
thérapeutiques antidiabétiques seront déterminées dans des études ultérieures pour soulager

un état diabétique.

Par conséquent, il est nécessaire d'intensifier les recherches pour 1’identification et
I’isolement des différentes variétés de spiruline en Algérie ayant des propriétés nutritionnelles
et médicinales et favoriser leur production et leur commercialisation. Il est suggeré, enfin,
I'inclusion de la SP dans des produits alimentaires comme le biscuit fabriqué dans cette étude

comme nutraceutique.

Les sous produits agro-alimentaires sont de qualité nutritionnelle appréciable et
variable. lls sont particulierement richese en nutriments tels que : les protéines, les glucides,
les fibres, les vitamines et les minéraux. Comme deuxieme objectif de travail de recherche on
a la détermination des effets de la substitution partielle de la farine de blé tendre par la poudre

de spiruline pour I’obtention d’un nutraceutique « Biscuit enrichi en spiruline ».

Il ressort que [I’incorporation de la spiruline a une farine a tendance biscuitiere
entraine des améliorations technologiques, nutritionnelles et organoleptiques et de la qualité
globale du produit fini (biscuits) avec une durée de conservation de plus de 14 mois. La
nature et ’amplitude de ces modifications sont alors fonction de la matiére premiére mise en

ceuvre (spiruline) et du taux de substitution de la farine.

Considérant les attributs organoleptiques on pourrait en déduire que les 4 taux
d’incorporation de SP (0,3 ; 0,6 ; 0,9 et 1%) en biscuit étaient acceptables. La substitution de
la farine biscuitiere avec un taux de 1% de SP représente la dose souhaitée par le
consommateur. Le biscuit, peut étre développé alors, en tant qu’un nouvel aliment fonctionnel

sur le marché en favorisant la culture de la SP.

Le prix de vente de la SP sur le marché est estimé cher pour le consommateur algérien.
Le codt de la SP constitue un probléme que rencontre le produit nutraceutique et qui peut étre
réglé par 1’élargissement de la culture de cette algue en Algérie en utilisant les sous produits

agro-alimentaires. L’étude du nutraceutique montre le codt élevé du biscuit enrichi en SP par
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rapport au témoin. Le prix d’un kg de biscuit enrichi en 1% de SP revient a 1393,683 DA en
comparaison avec le témoin non enrichi en SP 45,264 DA/Kg de biscuit. Le co(t d’une piece
de biscuit est de 23,246 vs a 0,748 DA/ piéce de biscuit. Une différence de 22,50 DA.

Il reste a étudier I’effet de I’enrichissement des farines biscuitiéres en spiruline sur les
parameétres biochimiques, technologiques et physiques approfondies et 1’essai de hautes

concentrations (supérieure a 1%) de cette micro-algue dans le nutraceutique.

Il reste a faire des essais de traitement des rats diabétiques par un biscuit enrichi en SP

a différentes doses pour rependre a la question,

Le nutraceutique « Biscuit» constitue t-il une excellente promesse pour

I'amélioration de la santé et de prévenir les maladies chroniques ?
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Annexe 4: Prélevement sanguin de sinus rétro-orbital et dissection de rat Wistar

Annexe 5 : Automate de biochimie " Random Access Clinical Analyzer PICTUS 200-
DIATRON.

Annexe 6 : lonogramme (Na, K, CL) de biochimie.
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Annexe 7: Les organes des rats Wistar apres sacrifice (Pancréas, foie et reins)
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Annexe 8 :

Récolte de la Spiruline par filtration.
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Annexe 9 : Microscope optique type Olympus BX51 (Center Valley, PA, USA) équipé d’une
caméra numerique avec capteur CCD Sony : Photometrics CoolSNAPfx (Roper Scientific,
Ottobrunn, Germany) et un logiciel de traitement d’images : Image-Pro® Plus pour
Windows™ (Media cybernetics Inc, Silver Spring, MD) pour la prise de photos.

Date :
Nom :
Prénom :
Sept biscuits codés T, SP1, SP2, SP3, SP4, vous sont présentés. Pour chacun des criteres, il
vous est demandé d’attribuer une note de 1 a 9 selon un ordre croissant d’appréciation.
Couleur

Tres brune Tres clair
Texture
| | | | | | | | |
Trés ferme Trés friable
Saveur
| | | | | | | | | |
Aucune Tres bonne

Annexe 10 : Formulaire de réponse nutraceutique.
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ABSTRACT

Context: Previous studies have shown that Spirulina platensis Gomont (Phormidiaceae) (SP) extract has
beneficial effects on many disease conditions. The putative protective effects of SP were investigated in
diabetic rats.

Objective: The current study investigates the antioxidant effects of SP in diabetic Wistar rats.

Materials and methods: Alloxan monohydrate (150 mg/kg body weight) was intraperitoneally adminis-
trated to induce diabetes. An aqueous suspension of SP powder in distillate water (10% w/v) was adminis-
trated orally by gavage (1 mL/day) for 50days. Histopathological, biochemical and antioxidant analyses
were performed. Glycemia, liver function and HOMA-IR were assessed using Spinreact and ELISA Kkits.
Results: SP exhibited high-antioxidant activity. The ICso values of the SP aqueous extract were 70.40 and
45.69 mg/L compared to those of the standard antioxidant BHT, which were 27.97 and 19.77 mg/L, for the
DPPH and ABTS tests, respectively. The diabetic animals showed a significant increase in glycaemia (from
4.05 to 4.28g/L) and thiobarbituric acid reactive substances (50.17 mmol/g protein) levels. Treatment with
SP significantly reduced glycaemia by 79% and liver function markers [glutamate pyruvate transaminase
(GPT), glutamate oxaloacetate transaminase (GOT) and alkaline phosphatase (Alk-p)]) by 25, 36 and 20%,
respectively, compared to that of the controls. There was a significant increase in superoxide dismutase
(48%), total antioxidant status (43%), glutathione peroxidase (37%) and glutathione reductase (16%) in the
diabetic rats treated with SP.

Discussion and conclusion: These results showed that SP has high antioxidant activity, free radical scav-
enging, antihyperglycemic and hepatoprotective effects in diabetes.
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Introduction

In the past decade, the number of diabetes mellitus cases has
gradually increased. This disease is the third leading cause of
death worldwide, and the prevalence of diabetes for all age
groups was estimated to be 2.8% in 2000 and is predicted to be
4.4% by 2030 (Wild et al. 2004). Diabetes mellitus is a multifac-
torial disease characterized by hyperglycaemia and increased
basal metabolic rate (Bos & Agyemang 2013). In these condi-
tions, the body does not produce sufficient insulin, a hormone
produced by the B pancreatic cells. Insulin enables cells to absorb
glucose and convert it into energy (Pankaj & Varma 2013). High
blood glucose levels damage the cell membranes and generate
reactive oxygen species (ROS) (Ha & Kim 1999). Despite the
intensive effort to control this disease by pharmaceutical meth-
ods, antidiabetic drugs are still largely restricted due to their
adverse effects and their expense (Zhang & Moller 2000; Oliveira
et al. 2005; Abdel-Daim & Halawa 2014). Metformin is an anti-
hyperglycemic drug used in the regulation of diabetes mellitus.
To avoid the harmful side effects of chemical drugs,
researchers have investigated natural products such as extracts
from Haematoccus pluviaris Gomont (Haematococcaceae) and
Spirulina platensis Gomont (Phormidiaceae) (SP), that possess

antidiabetic effects and contribute to the nutrient requirements,
stimulate the endocrine system and intermediate nutrient metab-
olism (Khan et al. 2005; Thormar 2012).

SP is a blue-green algae belonging to the cyanobacteria family
that is rich in bioactive compounds, such as proteins, lipids, car-
bohydrates, trace elements (zinc, magnesium, manganese, selen-
ium), pigments (phycocyanin, B-carotene), riboflavin, tocopherol
and o-linoleic acid (Goksan & Kilic, 2009; Yang & Zhang 2009;
Yusuf et al. 2016). SP and its extracts are widely used as nutrients
for human and animal consumption, natural dyes in food and
cosmetics and nutraceutical and food additives for pharmaceut-
ical industries (Zheng et al. 2013). Multiple studies worldwide
have reported that Spirulina species can regulate diabetic proc-
esses, such as hypercholesterolemic activity, and have antioxida-
tive effects and radical scavenging properties which provide
significant multiorgan protection and ameliorate the effect of
many drugs and chemicals-induced toxic assaults in laboratory
animals (Pankaj & Varma 2013; Abdel-Daim 2014; Ibrahim &
Abdel-Daim 2c015; Abdel-Daim et al. 2016). The major objective
of this study was to determine the effects of SP on metabolic
abnormalities, oxidative stress and histological changes in dia-
betic rats treated with alloxan.
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Materials and methods
Phytochemical screening of SP
Determination of total polyphenols and flavonoids

An aqueous extract of SP (AEgp) was prepared in 2014 as
described by Chu et al. (2010). Total polyphenols of AEgp were
measured using the Folin-Ciocalteu method (Singleton et al.
1999); gallic acid was used as a standard for the calibration curve.
The flavonoids of AEsp were measured using the AICl; method
(Lamaison & Carnet 1990). Quercetin was used as a standard for
the calibration curve.

Determination of phycobiliproteins and total carotenoids

SP powder (1g) was suspended in 100 mL of sodium-phosphate
buffer (0.1 M, pH 7.0, 1 mM sodium azide). The suspension was
disrupted by sonication at 50 Hz for 60s followed by freezing at
—20°C and thawing at room temperature (25°C) in the dark.
Extraction of the phycobiliproteins was performed by centrifug-
ing the pretreated SP cell suspension at 10,000¢ for 30 min at
4°C. The dark-blue phycobiliprotein supernatant was collected,
and the pellet was discarded. The absorbance of the phycocya-
nines (C-PC), allophycocyanines (APC) and phycoerythrines
(PE) of the phycobiliprotein solution was measured using a
SPECTRONIC® 20 GENESYS™ UV-Vis spectrophotometer
(Virginia, USA) at wavelengths of 620, 652 and 562 nm, respect-
ively (Anamika et al. 2005).

For determination of the concentrations of C-PC, APC and
PE, the following Equations (1-3) were used (Bennett & Bogorad
1973):

c_pc <%> _ [A620 —0.474 (A652)] M
mL

5.34
APC (%) _ [A652 — 0.208(A620)] 2
mL 5.09
PE (%) _ [A562 — 2.41 (C — PC)-0.849 (APC)] 3)
mL 9.62

Total carotenoids were also determined spectrophotometrically
at 470nm using the same UV/Vis spectrophotometer. The con-
centrations of chlorophyl a (Ca) and chlorophyl b (Cb) were
determined at 653 and 666 nm, respectively. Total carotenoids
and Ca and Cb levels were calculated based on Equations (4-6)
(Lichtenthaler & Wellburn 1985).

Ca = 15.65 % A666 — 7.340 % A653 (4)
Cb = 27.05% A653 — 11'21*A666 (5)
129.2 %« Cb
Total carotenoids = 1000 x A470 — 2.860 x Ca — TZ (6)

Determination of the antiradical and antioxidant activity and
the ICso

The 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) antiradical test was
carried out as described by Burits & Bucar (2000). Butylated
hydroxyl toluene (BHT) at 100 pg/mL was used as a positive con-
trol. The antiradical activity of the tested samples was calculated
using the following equation (Equation 7):

1—As

100 7
A.st )

DPPH (%) =
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A.s and A.st are the absorbance of the tested samples and the
DPPH, respectively.

The antioxidant activity assay is based on the ability of differ-
ent fractions to scavenge 2, 2'-azino-bis (ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid: ABTS ™) (ABTS), a radical cation, compared to
that of the standard (BHT). The antioxidative activity of the
tested samples was calculated using the following equation
(Equation 8) (Re et al. 1999):

A
ABTS (%) = (Ac — —t) %100 (8)
Ac

At and Ac are the absorbance of the tested samples and ABTS™,
respectively.

The extract concentration resulting in 50% inhibition (ICs)
of DPPH, ABTS and the standard BHT was calculated from the
graph plotting the inhibition percentages against the extract con-
centration. DPPH, ABTS and BHT were purchased from Sigma
Aldrich GmbH, Sternheim, Germany.

Animals

Adult male rats (Wistar strain; age: 10-13 weeks; weight:
180-200g) were obtained from the Pasteur Institute of Algiers
(Algeria). The rats were housed in polypropylene cages and
maintained on a standard pellet diet (National Office for Food
Livestock, Algiers, Algeria) with access to water ad libitum under
standard conditions of temperature (24+2°C) and relative
humidity (60-70%) with a 12h light/dark cycle. All of the experi-
mental procedures were approved by the Algerian Institutional
Animal Care Committee, which belongs to the National
Administration of Algerian Higher Education and Scientific
Research (Algiers).

Diabetes induction

Freshly prepared alloxan monohydrate [150 mg/kg body weight
(b.w.)] purchased from Sigma-Aldrich Co. (USA) was intraperi-
toneally administrated to overnight-fasted rats (Kameswara Rao
et al. 1999). Fructose was added to the drinking water to prevent
hypoglycemic crisis. The same volume of sodium chloride (0.9%
solution) was injected into the control rats. Fasting blood sugar
(FBS) of the animals was measured after 72h. Animals with an
FBS level >2 g/L were considered diabetic.

Experimental design

All of the animals were randomized and divided into six groups,
with eight rats in each group, as described in Table 1. We distin-
guished four major steps, which were as follows: day 0 to day 10
(week of adaptation), day 10 to day 20 (diabetes induction by
alloxan), day 20 to day 60 (treatment with SP and metformin),
and day 60 to day 70 (therapy arrest).

The SP powder was obtained from the Tractebel Consult
Office in association with the University Center of Biotechnology
Algae, Tchad in 2013. It was formulated as a standard
quality spray-dried product that was part of a bulk production
composed primarily of proteins (63.05%), carbohydrates (19%),
lipids (4.48%), fibers (3%) and ash (3%). The SP and metformin
(Met) powders were suspended in tap water and were adminis-
trated orally to each animal using a gavage needle once
daily (1 mL).
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Table 1. Experimental design.

Time in days
Groups N =38 rats 0-10 10-20 20-60 60-70
1 Normal control (NC) week of adaptation Induction of diabetes Ingestion of SP for Groups 3, Stopped SP and
for groups: 2,4,5 5 and Met for Groups 4,6 Met treatments
2 Alloxan without treatment (DC)
3 S. platensis (10%) (SPC)
4 Alloxan + Metformin
(500 mg/kg bw) (D + Met)
5 Alloxan+S. platensis (10%) (D + SP)
6 Metformin (500 mg/kg bw) (Met C)

Blood collection and biochemical analysis

The animals fasted for 12 to 14h. Then, blood samples were col-
lected from the retro-orbital plexus every 10 days. The blood was
centrifuged at 3500 rpm for 15min at room temperature (25°C),
and the plasma was stored in dry tubes at —20°C.

Glucose and liver function tests [glutamate pyruvate trans-
aminase (GPT) and glutamate oxaloacetate transaminase (GOT)
and alkaline phosphatase (Alk-p)] were performed using
SPINREACT diagnostic kits (UAA Ctra, Santa Coloma 7 E
17176 SantEsteve de BAS (GI), Spain) by the automated Random
Access Clinical Analyzer PICTUS 200-DIATRON based on the
colorimetric method.

To determine whether SP could stimulate the release of insu-
lin, we measured serum insulin levels after the arrest of treat-
ment with SP for 10days (at day 70) using an ELISA kit
(Boehringer Manheim Diagnostic, Mannheim, Germany).
Because abnormalities in insulin activity are poorly detected by a
single determination of glucose or insulin levels (Laakso 1993;
American Diabetes Association 1998), insulin resistance was eval-
uated by the homeostasis model assessment estimate of insulin
resistance (HOMA-IR) (Matthews et al. 1985; Haffner et al.
2002) as follows (Equation 9):

HOMA — IR
1
fasting insulin level (H—L]i) x fasting blood glucose <m111j0)
m

22.5

©)
The antioxidant enzyme activities were determined using
commercial kits (Randox Laboratories Antrim, UK) for super-
oxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx), and gluta-
thione reductase (GRx) and total antioxidant status (TAS). The
serum TBARS levels were measured as described by Quintanilha

et al. (1982).

Organo-somatic index (0OSI) and body weight gain (BWG)
Each animal was weighted every 10 days and was sacrificed after
70 days of treatment, and the organs were removed and weighed.
Organ weight
Total BW
BWG (g) = Final BW — Initial BW

OSI = 100 (10)

(1

Histopathological analysis

The pancreas and liver were fixed in 10% formaldehyde. After
they were embedded in paraffin, they were cut into 3 um sections

and stained with haematoxylin and eosin (H & E) (Gomeri
1950). The sections were examined under a light microscope
(Leica, Leica Store Miami, Coral Gables, FL) equipped with a
camera system (Canon, Tokyo, Japan).

Statistics and data processing

The results are expressed as the mean + standard deviation (SD).
The statistical analyses of the data were conducted using
Microsoft Excel software (Microsoft 1 Excel 2010). The statistical
significance between the means was analyzed using a Student
Test of ANOVA (t-test) from Excel version 2010 (Microsoft
Corporation, USA).

Results
Phytochemical screening

Spirulina showed 5.54+0.41 mg EAG/g extract of total polyphe-
nols and 1.82+0.05mg EQ/g extract of total flavonoids. Phenolic
compounds act as scavengers of free radicals; they play a major
role in antioxidant activity and in stabilizing lipid oxidation as
reported by many studies (Gezer et al. 2006; Turkoglu et al.
2007).

In this study, we also evaluated the major antioxidant com-
position of phycobiliproteins and carotenoids from SP. The val-
ues obtained for C-PC, PE and APC were 16.54+0.12,
1.34£0.08 and 2.06+0.11%, respectively. The total carotenoid
was 3.80£0.20 mg/L.

Free radical scavenging is the general mechanism for antioxi-
dants that inhibit lipid peroxidation in a relatively short time. SP
showed high antioxidant activity as determined by the DPPH
and ABTS tests. The ABTS test showed higher antioxidant activ-
ity than the DPPH test (70.19 and 64.99%, respectively) com-
pared to that of BHT (77.07 and 73.15%, respectively) (Table 2).

Relative BWG and organ weight

There was a significant decrease (p <0.001) in the BWG in
groups 2 and 4 (—16.92; —16.83 g, respectively) compared to that
of the controls (+55.78¢g) as shown in Table 3. There was a
smaller (p <0.001) weight gain in G5 (430.13g) compared to
that of the controls, while a similar BWG was observed in G3
(42.42 g) for the rats treated with SP. Notably, SP treatment out-
performed the Met treatment in alloxan-treated rats (G5 vs. G4).
Similarly, the relative organ weight was monitored. We noticed a
significant increase (p <0.001) in the OSI (liver, left kidney) in
groups 2 and 4 compared to that of the untreated group.



Table 2. Antioxidant activities of S. platensis extract water.
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Antioxidant activity (%) in 100 pg/mL 1C50 (mg/L)
DPPH BHT ABTS BHT DPPH BHT ABTS BHT
64.99+0.20 73.15+0.85 70.19+0.14 77.07+£0.74 70.40+0.76 27.97+£0.92 45.69+0.75 19.77 £0.27

DPPH: 2-2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl, Butyl hydroxytoluene, ABTS: 2.2Azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid), 1C50: extracts concentration providing 50%

inhibition.

Table 3. Effects of S. platensis on body weight, body weight gain, and relative weight liver and left kidney [% body weight].

Rats ) Left kidney
Liver

Groups Body weight gain [g] Weight [g] Relative weight Weight [g] Relative weight
G 1: NC 5578 £5.31 7.08+£0.22 292+0.14 0.91+0.09 0.37+0.03

G 2: DC —16.92 +7.43%%* 5.06+0.27*** 3.08+£0.17 1.26 +£0.13** 0.77 £0.10%**
G 3: SPC +42.42+3.93 6.78 £0.40 3.00+£0.16 0.95+0.06 0.42+£0.03
G4 D+M —16.83+£4.96 5.33+0.51 3.03+£0.22 1.32+0.55 0.75+0.31

G5: D+SP +30.13 £4.35% 5.8+0.63% 2.62+0.251 1.17+0.34 0.53+0.161

G 6: MetC +52.33+6.53 7.18+0.47 2.96+0.26 0.82+0.12 0.38+0.04

NC: Normal Control; DC: Diabetic Control; SPC: SP control; D + Met: Diabetic rats treated with metformin; D 4 SP: Diabetic rats
treated with SP; MetC: Metformin Control. Each value represents mean + SE (n = 8).

**p < 0.01, compared with group 1 values.
**%p < 0.001, compared with group 1 values.
tp < 0.01, compared with group 2 values.

$p < 0.001, compared with group 2 values.

Q 5,0 ---#---G1: NC
4,5 el G20 DC
5 40 - —A— G3: SPC
E 3,5 - - =« - G4: D+Met
‘E 3,0 - — B - G5: D+SP
g 2,5 - --8--G6:MetC
E 2,0
w
E 1,5 -
= 1.0 -
T 05 -
= 0,0 . ‘ ; : : : r .
0 10 20 30 40 50 60 70
)Iuluctian uf\"/L t S.pl is treatment . Therapyarrest,_
Ty - T -

Time treatment (Days)

Figure 1. Effect of S. platensis administration on blood glucose level. NC: Normal Control; DC: Diabetic Control; SPC: SP control; D + Met: Diabetic rats treated with
metformin; D + SP: Diabetic rats treated with SP; MetC: Metformin Control. Each value represents mean+SE (n = 8). #p < 0.001, compared with group 1 values,
*¥#%p < 0.001, compared with group 2 values, (c) p < 0.001, compared the same group before and after therapy arrest (60th and 70th day) values.

However, the diabetic group treated with SP did not show any
substantial changes.

Biochemical parameters
Blood glucose level (BGL)

The antihyperglycemic effect of SP in the diabetic rats induced
by alloxan injections was indicated by an improvement in the
fasting BGL, an important parameter for monitoring diabetes in
addition to the plasma insulin levels as shown in Figures 1
and 2, respectively.

Hyperglycaemia induced by alloxan ranged from 4.05 to
4.28g/L. SP treatment (G5) resulted in a significant 56% reduc-
tion (p <0.001) in BGL, which varied from 4.28 to 1.87g/L in
the 50days of therapy. The BGL of G4, varying from 4.26 to
2.70g/L, decreased significantly (p <0.001) by 36%. The BGL
assessments were performed every 10days over the 50days of
treatments. Ten days later, after stopping the treatment, the BGL

was monitored again. In this case, the BGL of the diabetic-treated
rats (G5) did not increase but continued to decrease by 23%.
However, the diabetic rats in G4, which were treated with Met,
showed a non-significant increase (7%) (Figure 1).

Serum insulin levels decreased significantly (p < 0.001) to 7.65
pU/mL in the diabetic group compared to those of the normal
control (22.12 pU/mL). However, SP and Met administration
increased the levels (p < 0.001) to near normal values compared
to those of G2 [41% (G5) against 37% (G4)] during the 70 days.
In the normal treated rats, there was a slight increase compared
to the controls in the insulin levels after treatment with SP.
Thus, SP has potent antihyperglycemic activity. Furthermore, this
alga enhanced insulin levels in diabetic rats.

Oxidative stress enzymes and liver function profile

The effect of SP on serum oxidative stress and hepatic function
is shown in Table 4. Diabetes induced by alloxan decreased the
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Figure 2. Effect of S. platensis administration on blood insulin level and HOMA-IR. NC: Normal Control; DC: Diabetic Control; SPC: SP control; D + Met: Diabetic rats
treated with metformin; D + SP: Diabetic rats treated with SP; Met C: Metformin Control. Each value represents mean +SE (n = 8). $p < 0.001, compared with group 1
values, *p < 0.05; **p < 0.01, ***p < 0.001 compared with group 2 values at the end of experiment.

Table 4. Effect of S. platensis on serum oxidative stress and liver function levels.

Parameters G1:NC G2:DC G3:SPC G4:D + Met G5:D + Met G6:MetC

Oxidative stress
TAS [mmol/L] 1.08 £0.05 0.46 £ 0.07% 1.32+£0.043 0.58 +0.08* 0.81+0.11%* 1.17 £0.065
SOD [U/mL] 62.06 +£5.20 30.12+6.35% 80.3+4.12 4041 +6.5%* 57.85 + 8.2%** 69.40 +£5.00
Gpx [U/mL] 8.56+0.62 411+1.70% 9.43+0.83 531+ 1.20%** 6.52 + 1.44%%* 8.91+0.43
GRx [U/g protein] 2432+2.11 17.84+4.11% 26.52+2.05 18.44+3.13 21.17 +£3.63** 25.81+£2.21
TBARS [mmol/g protein] 23.92+2.34 50.17 £6.54% 21.91+2.21 47.56+4.70 31.63 +£5.7%%* 2237 +£2.51

Liver function [UI/L]
AST 60d 94.95 +4.56 141.04+6.73 7434 +7.98 123.56 +8.62 112.05+5.53 84.90 £5.95
70d 95.10+4.43 140.91 £ 8.24%** 72.63+6.48 141.56 £ 6.21¢ 105.36 + 5.84% 87.66+7.84
ALT 60d 53.00+9.14 80.43+11.96 47.74 +8.64 70.20+12.86 58.50+9.20 56.24 +8.78
70d 53.60+7.26 78.75 + 12.90%** 46.80+7.74 82.11+14.88b 50.33 £9.40%b 57.08+7.14
Alk-p 60d 66.69 £5.51 103.02+11.74 47.12+7.30 94.60 + 14.64 85.56 + 12.86 66.80£9.42
70d 68.01+5.10 99.36 + 13.70%** 46.26 +8.28 100.18 +12.46 79.64 £ 11.54%b 67.40+12.24

NC: Normal Control; DC: Diabetic Control; SPC: SP control; D + Met: Diabetic rats treated with metformin; D 4 SP: Diabetic rats treated with SP; MetC: Metformin con-
trol. Each value represents mean = SE (n = 8).Oxidative stress (¥p < 0.001, compared with group 1 values,*p < 0.05; **p < 0.01, *** p <0.001 compared with group
2 values at the end of experiment). Liver function (**p < 0.01, compared with group 1 values, ¥***p < 0.001, compared with group 1 values, tp < 0.01, compared
with group 2 values, #p < 0.001, compared with group 2 values at the end of experiment, (a) p < 0.05, (b) p <0.01, (c) p < 0.001, compared the same group before

and after arrest of treatment (60th and 70th day) values).

oxidative stress parameters very significantly (p < 0.001) in com-
parison to those of the controls after 70 days. Administration of
SP and Met significantly increased TAS (43%; p < 0.01 and 17%;
p<0.05), GRx (16%; p<0.01 and 3%; p<0.01), SOD (48%;
p <0.00land 25%; p<0.01) and GPx (37%; p <0.001 and 22%;
p<0.01) in groups 4 and 5, respectively. In contrast, the serum
TBARS levels increased significantly (p <0.001) in G2 compared
to those G1. Administration of SP decreased the TBARS levels by
37% in G5, but no significant changes in the serum TBARS levels
(5%) were observed in G4. The G2 rats showed a very significant
(p<0.001) increase in AST, ALT, and Alk-p after injection of
alloxan. However, SP decreased these effects (p < 0.001) by 25, 36
and 209%, respectively.

Histopathology

Histopathological analyses of the pancreas (Figure 3(a-f)) and
liver (Figure 3(g-1)) are shown in Figure 3. Normal rats (G1) had
no structural changes in the pancreas. The pancreases of the dia-
betic rats (G2) revealed cell necrobiosis and a reduction in islet
size. Marine SP-treated normal rats (G3) had large endocrine
cells with granular cytoplasm, high eosinophil levels and clear
vesicular nuclei, which indicate nucleoprotein synthesis

(clumping of chromatin). Group 4 had small islets of Langerhans
and a reduced number of cells with condensed nuclei with a par-
tial restoration of the damage. However, after treatment with
marine SP (G5), the diabetic rats showed a moderately size islets
of Langerhans with active nuclei in the cells. This was likely due
to an increase in the B-cells, leading to increased insulin produc-
tion and secretion. Groups 1 and 3 showed normal liver paren-
chyma, while the liver sections of G2 showed primary
degeneration of hepatocytes. Hypertrophy, hepatocyte necrosis
and inflammatory infiltrates around the dilated centrilobular
veins were observed. The liver sections obtained from the dia-
betic rats treated with metformin (G4) showed hypertrophy of
hepatocytes and inflammatory infiltrates around the central veins
and portal spaces, while the liver tissues of the diabetic rats
treated with SP (G5) showed hepatocyte restoration with some
hepatosteatosis.

Discussion

Extensive studies have assessed the therapeutic benefits of SP on
various disease conditions including diabetes, cardiovascular dis-
eases and inflammatory diseases (Iyer et al. 2008; Juarez-Oropeza
et al. 2009; Al-Dhabi 2013). SP is a unicellular cyanobacterium
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Figure 3. Effect of Spirulina platensis on the pancreas (a—f) and liver (g-I) of normal and diabetic rats H&E, 40x. Group 1 (a, g). Group 2 (b, h) Group 3 (c, i), Group 4

(d, j), Group 5 (e, k) and Group 6 (f, I).

that has attracted attention for its high phytonutrient value; it
has been consumed as a food for centuries and is currently used
as nutraceutical food supplement worldwide (Deng & Chow
2010; Abdel-Daim et al. 2013).

Alloxan, a B-cytotoxin, induces ‘chemical diabetes’ in animal
species by damaging the insulin-secreting cells of the pancreas
and alters serum biochemical parameters. The major aim of this
study was to assess the antidiabetic roles of SP.

The induction of diabetes by alloxan is associated with a pro-
gressive loss of body weight, which could be due to increased
muscle wasting or excess breakdown of proteins in the tissues
(Chatterjea & Shinde 2002). In contrast, oral administration of
SP to diabetic rats for 50 days resulted in a significant (p < 0.001)
increase in BWG, suggesting that SP substantially improved their
general health status and metabolic mechanisms by effective gly-
caemic control or a reversal of gluconeogenesis (Voltarelli & de
Mello 2008; Muthuraman et al. 2009; Abdel-Daim 2014; Yusuf
et al. 2016).

The diabetic rats in Group 2 showed a considerable relative
decrease in liver weight compared to that of the kidney.
However, Yadav et al. (2005) and Sophia and Manoharan (2007)
attributed the significant reduction in the liver weight of the dia-
betic animals to enhanced catabolic processes, such as glycoge-
nolysis, lipolysis and proteolysis. The renal hypertrophy or
increase in the kidney weight observed in the DC group may be
due to increased glucose utilization and the subsequent enhance-
ment in glycogen synthesis, lipogenesis and protein synthesis
(Poonam et al. 2008; Vallon & Thomson 2012).

Glycaemia and insulin

The injection of alloxan induces diabetes within 3 days (>4g/L).
Oral administration of SP (10% w/v) restored the BGL to the
normal range after 50 days. In this study, SP had a more potent
effect than that of Met against diabetes as noted in groups 4 and
5. These results corroborate reports in the literature regarding

diabetic rats treated with 10 mg/kg b.w. for 30 days and 25, 50 or
100 mg/kg p.o. of SP for 5 or 10days after the alloxan injection
(Muthuraman et al. 2009; Joventino et al. 2012). The antihyper-
glycemic effect of SP is believed to be due to either the presence
of potent antioxidant bioactive molecules (B-carotene, phyco-
cyanin and others), which increase the insulin secretion from the
islet B-cells or promotion of blood glucose transport to the per-
ipheral tissues (El-Baz et al. 2013). This antidiabetic effect could
also be due to the action of peptides and polypeptides generated
by the digestion of the SP proteins (Mani et al. 2000).
Antioxidant effects of SP supplementation might be due to its
high protein, essential amino acids, essential fatty acids, minerals,
vitamins, carotenoids and other antioxidant active constituents,
which promote growth and maintain health (Sanchez et al. 2003;
Babadzhanov et al. 2004; Mata et al. 2010; Alvarenga et al. 2011;
Abdel-Daim 2014).

In the last 10 days of the experiment, a significant reduction
was observed (p <0.001) in the BGL in Group 5. The strong
antioxidant activity of the alga might also contribute to this effect
by providing protection against the cytotoxic effects of the free
radicals that are generated by the alloxan or diabetes itself (Gallo
et al. 2005; Wadood et al. 2007).

Serum insulin levels decrease during diabetes. In the present
study, we found that SP reversed the diabetic effects of glycemia
and insulinemia. Similar results were reported by Muthuraman
et al. (2009). The active fraction may exert antihyperglycemic
effects in diabetic rats by increasing the pancreatic secretion of
insulin from the existing B-cells. Bansal et al. (1981) reported
that the increase in plasma insulin may be attributed to the con-
version of proinsulin to insulin, possibly by pancreatic cathepsin
B and/or its secretion.

Oxidative stress

The increased TAS, SOD, GRx and GPx activities in the
blood may be responsible for the inhibitory effect of SP upon
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alloxan-induced oxidative stress and the reduced lipid peroxida-
tion level. These results were noted by Abdel-Daim et al. (2015).
According to Shyam et al. (2007), supplementation with SP did
not cause any significant change in the plasma total antioxidant
status, although a trend toward higher values was evident, with
the exception of the TBARS. Treatment with SP offered protec-
tion through attenuation of lipid peroxidation and decreased pro-
duction of free-radical derivatives, as evident from the decreased
levels of serum MDA and normalization of GSH and SOD levels
(Abdel-Daim 2014).

This abnormal metabolism leads to an increased generation of
ROS (Rajasekaran et al. 2006). The diabetogenic effect of alloxan
is due to excess production of ROS. Excess ROS result in toxicity
in the pancreatic cells, which reduces the synthesis and the
release of insulin, and affects various organs, such as the liver,
kidney, and the hematopoietic system (Sakurai et al. 2001; Sabu
et al. 2002).

Diabetics and experimental animal models exhibit high oxida-
tive stress due to persistent and chronic hyperglycaemia as well
as hyperlipidaemia, which blocks the antioxidative defence sys-
tem and thus promotes de novo free radical generation
(Kamalakannan & Prince 2006; Vijayaraj et al. 2013).

Plant cell defences against the damaging effects of oxidative
stress involve both enzymatic and non-enzymatic components.
The enzymatic factors may directly scavenge ROS or, by produc-
ing a non-enzymatic antioxidant (as mentioned previously), may
play an important role in the cellular response to oxidative stress
by reducing certain ROS individually or in synergy (Candan &
Tarhan 2003; Chen et al. 2008; Vo et al. 2015). SP supplementa-
tion enhanced all altered serum biochemical parameters and anti-
oxidant biomarkers (Abdelkhalek et al. 2014).

Liver function and histology

SP might play an important role in prevention and treatment of
hepatic, renal and neurological disorders, especially those medi-
ated by oxidative stress (Lu et al. 2010; Gad et al. 2011;
Bhattacharyya & Mehta 2012; Abdel-Daim et al. 2016). In this
study, alloxan injection was harmful and had a negative on the
hepatic tissues, which was accompanied by an increase in GOT,
GPT and Alk-p enzymes. GOT and GPT are cytosolic marker
enzymes, reflecting hepatocellular necrosis (Setorki et al. 2010;
Urmila et al. 2012). In contrast, the administration of SP had
beneficial effects on hepatic balance and decreased liver function
parameters significantly (p < 0.001) by 25, 36 and 20% for GOT,
GPT and Alk-p, respectively, compared to those of DC 10 days
after therapy arrest. SP dietary supplementation reduced the
serum hepatic biomarkers and offered a good protection and
maintained the structural integrity of hepatocellular membrane
(Abdel-Daim 2014; Abdelkhalek et al. 2014). This may be due to
the antioxidant activity of Spirulina phycobiliproteins (phycocya-
nins and allophycocyanins) or phenolic compounds (Nuhu 2013;
Abdel-Daim et al. 2016), whereas the DPPH assay demonstrated
that SP has free radical-scavenging activity. Therefore, this alga
acts as an anti-hepatotoxicity agent (Abd El-Baky et al. 2009;
Thomas & Kim 2011; Abdel-Daim 2014). A histopathological
examination revealed that the SP supplement significantly
improved the histological architecture of the islets of Langerhans
and the liver of diabetic animals. Makhlouf and Makhlouf (2012),
Tobon-Velasco et al. (2013) and Abdel-Daim et al. (2015)
reported that the SP supplement had free radical scavenging
activity and reduced various indicators of toxicity such as tissue
damage in rats. In vitro and in vivo studies have shown that the

antioxidant components produced by SP prevent or delay oxida-
tive damage by reducing the accumulation of ROS (Zhang et al.
2011) through the activation of the antioxidant enzyme systems
of catalase, SOD, and GPx (Thaakur & Jyothi 2007; Abdel-Daim
2014). In accordance with our results, it was proven that the
antioxidant properties of SP contributed to its beneficial effect in
treating various pathological conditions.

Conclusion

Spirulina extract effectively alleviated the abnormal biochemical
parameters, especially glycaemia and insulinemia. It may be used
as a potent phytomedicine for diabetes alone or in combination
with other treatments. Spirulina also reversed damage to the liver
and the oxidative stress observed in diabetic animals.
Furthermore, even if after therapy stopped, the SP efficacy main-
tained all of the studied parameters in a normal range, especially
glycaemia. Other investigations are needed to elucidate the exact
mechanism of action of the SP or its extract.
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Résumé

La Spiruline (SP) est une algue bleue verte, d’intéréts médicinal et nutritionnel. Notre étude a porté sur 88 rats males de souche
Wistar sur une période de 70 jours. Onze groupes de rats ont ét¢ constitués et réparties en rats diabétiques de type I et II (DI et DII). Les
mesures pondérales revelent une perte de poids de ’ordre de 32.21% chez les rats rendus diabétiques par I’alloxane a raison de 150 mg/Kg
de P.C pour le DI. Pour le DII un gain de poid de 9% des rats rendus diabétiques par 40% de fructose pendant 2 mois. L’administration de SP
a titre préventif et curatif améliore les altérations pondérales dues au diabéte DI et DII.

La glycémie dans le DI était de 4.28 g/L avant administration de SP a une dose de 10% pendant 50 j et de 1.87 g/L aprés le
traitement. Pour le DII, la glycémie passe de 2.22 a 1.01 g/L et de 0.68 a 0.74 g/L aprés traitement curatif et préventif de SP respectivement.
Le HOMA-IR dans le DI était de 7.32 et passe a 4.26 apres traitement de SP. Pour le DII, I’indice HOMA-IR passe de 6.21 a 4.51 et 4.11
apres traitement curatif et préventif de SP.

Pour le profil lipidique, le cholestérol total et les triglycérides diminuent trés significativement aprés administration de SP de
(1.32092 g/L et de 1.54 a 0.7 g/L) dans le DI. Dans le DII, les mémes parameétres passent de (1.5 a 1 g/L et de 1.8 a 0.9 g/L) pour le
traitement curatif. Le traitement préventif de SP a empeché I’altération de profil lipidique dans le DII.

Le stress oxydatif a été significativement altéré pour les deux types de diabéte. Pour le DI, la SOD passe de 30.12 en 57.85
U/mL apres traitement de SP. Alors que pour le DII, la SOD passe de 58.60 a 60.81 U/MI jusqu’a 64.54 U/mL pour les traitements curatif et
préventif de SP. La mesure de la peroxydation lipidique (TBARS) augmente treés significativement par 52,32 ; 38,12% respectivement chez
le groupe DI et DII respectivement. Le traitement curatif de SP a significativement baissé le taux du MDA des deux types de diabéte. Le
traitemet préventif de SP a prevenu 1’augmentation des niveaux de TBARS.

L’¢étude histologique a montré une nécrobiose des ilots de Langerhans des rats diabétiques. Des ilots de taille modérées avec des
cellules a noyaux actifs due probablement a la regénération des cellules B pancréatiques apres 1’administration de SP aux rats diabétiques.

La Spiruline pourrait jouer le role dans I’homéostasie glucidique chez les rats diabétiques.

Mots clés : Spiruline, diabéte, stress oxydant, rat Wistar.
Abstract

Spirulina (SP) is a green blue alga with medicinal and nutritional interest. Our study included 88 male rats of Wistar strain over
a period of 70 days. Eleven groups of rats were formed and divided into type I and II diabetic rats (DI and DII). The weight measurements
reveal a weight loss of 32.21% in diabetic rats induced by alloxane at a rate of 150 m / Kg of P.C. for DI. For the DII a 9% weight gains of
diabetic rats induced by 40% of fructose for 2 months. The administration of SP as a preventive and curative improves the weight alterations
due to diabetes DI and DII.

Blood glucose in the DI was 4.28 g / L before SP treatement at a dose of 10% for 50 days and 1.87 g/ L after treatment. Blood
glucose past from 2.22 to 1.01 g/ L and from 0.68 to 0.74 g/ L after SP curative and preventive treatment respectively for DII. The HOMA-
IR in the DI was 7.32 and past to 4.26 after SP treatment. For DII, the HOMA-IR index past from 6.21 to 4.51 and 4.11 after SP curative and
preventive treatment.

Lipid profile, total cholesterol and triglycerides decreased very significantly after SP administration of (1.3 to 0.92 g / L and
1.54 t0 0.7 g/ L) in the DI. In the DII, the same parameters go from (1.5 to 1 g/ L and from 1.8 to 0.9 g/ L) for the curative treatment. The
SP preventive treatment prevented the alteration of lipid profile in the DII.

Oxidative stress was significantly impaired for both types of diabetes. For DI, SOD increased from 30.12 to 57.85 U / mL after
SP treatment. While for DII, SOD increased from 58.60 to 60.81 U /mL to 64.54 U / mL for SP curative and preventive treatments. The
measurement of lipid peroxidation (TBARS) increases very significantly by 52.32; 38.12% respectively in the DI and DII groups
respectively. SP curative treatment significantly decreased the MDA rate of both types of diabetes. The preventive treatment of SP prevented
increases TBARS levels.

Histological study revealed islets necrobiosisof Langerhans in diabetic rats. Moderate-sized islets with active nucleus cells
probably due to pancreatic B-cells regeneration after SP administration to diabetic rats.

Spirulina may play a role in carbohydrate homeostasis in diabetic rats.

Key words: Spirulina, diabetes, oxidative stress, Wistar rats.
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