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Introduction générale

Introduction

L’utilisation de médicaments antimicrobiens en aquaculture a des effets positifs
bien connus sur le contréle des infections bactériennes ; cependant, plusieurs effets
secondaires qui affectent a la fois les poissons et I'environnement sont associés a une
utilisation excessive. Si I’on considére que 70 a 80 % des antibiotiques administrés aux
poissons sous forme d’aliments médicamenteux granulés sont rejetés dans le milieu
aquatique par excrétion urinaire et fécale et/ou sous forme d’aliments médicamenteux
non utilisés [1-3] il n'est pas difficile d'imaginer a quel point les antibiotiques peuvent
affecter I'nabitat aquatique.

Les effets des antibiotiques sur I'environnement sont principalement dus a la
surutilisation de ces médicaments par l'industrie aquacole et a la présence de résidus de
médicaments dans les produits de la péche [4]. Malheureusement, seules quelques
études analysent les effets secondaires de 1’utilisation d’antibiotiques sur les poissons
eux-mémes. |l existe des preuves que certains antibiotiques peuvent induire une
néphrotoxicité [5], mais I'effet secondaire le mieux documenteé est I'immunomodulation
[6-9].

La néphrotoxicité, [5] a déterminé que, comme chez le rat et I'nomme, la
gentamicine, un antibiotiqgue aminoside, induit une insuffisance rénale aigué chez le
poisson. Leurs résultats ont montré que la gentamicine induisait un cedéme péricardique
de maniere dépendante du temps et de la dose, ce qui rendait le poisson incapable de
maintenir I'homéostasie des fluides. De plus, une analyse histologique des larves traitées
pronéphros a démontré I'existence d'une phospholipidose lysosomale, d'un
aplatissement de la bordure en brosse, d'une accumulation de débris dans la lumiere
tubulaire et d'une distension tubulaire et glomérulaire. De plus, ils ont observé une
accumulation péritubulaire de leucocytes avec une infiltration occasionnelle dans le
glomérule chez les larves médicamentées, une caractéristique typique de l'insuffisance

rénale aigué humaine.

Les effets antimicrobiens sur le systeme immunitaire décrits ci-dessus ont été
détectés a l'aide d'essais dans lesquels le médicament était administré par voie orale ou

injecté au poisson ; ces études n'ont pas examiné les effets provoqués par I'exposition
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aux antibiotiques qui demeurent dans la colonne d'eau et/ou dans les sédiments. Il est
courant de doser les poissons d'élevage avec des antibiotiques dans leur alimentation
pour se protéger contre les maladies et, comme les enclos a poissons sont généralement
situés dans des riviéeres ou des lacs, les excréments toxiques, les granulés de nourriture
non consommeés, les poissons morts et les résidus d'antibiotiques sont répartis dans
l'ensemble de I'écosystéme. C’est un point important car, en tant que composés actifs,
les antibiotiques doivent étre considérés comme des micropolluants environnementaux
potentiels et donc comme une source de stress environnemental artificiel pour les
poissons. Par dégradation ailleurs, outre la présence de I’antibiotique lui-méme,
I’existence de ses produits est également préoccupante [10-12] L'utilisation de
médicaments en aquaculture est soumise a des contraintes juridiques différentes dans
chaque pays, et le contréle du respect des réglementations varie également d'un pays a
l'autre. Malgré d'importantes disparités dans la quantité d'antibiotiques utilisée dans les
différents pays, on peut observer une tendance globale a reéduire les antibiotiques au

controle des maladies.
Chimio-thérapie

Au cours des deux derniéres décennies, le nombre de recherches a augmenté et
aboutit a des conclusions communes selon lesquelles les extraits de plantes médicinales
ont effectivement le potentiel déradiquer [l'utilisation de produits chimiques
synthétiques tels que les antibiotiques et autres médicaments Chimio-thérapeutiques
en aquaculture. Les extraits de plantes médicinales se distinguent comme des
alternatives potentielles aux médicaments synthétiques en aquaculture car ils
fournissent des métabolites biologiquement actifs utiles avec divers avantages tels que
la modulation immunitaire [22-25],favorisant la croissance, ameéliorant les
antioxydants, antidépresseur, améliorant la digestion, effets stimulants sur I'appétit
[26-28] et des effets hepato-protecteurs [29-30], s’il est correctement administré. Une
autre raison est que les extraits de plantes médicinales sont facilement disponibles, peu
colteux et ont tendance a étre de nature plus biodégradable que les ATBs synthétiques
[31]; [14].
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L’objectif de I’étude :

Les objectifs de ce travail étaient :

1.  La quantification de la teneur poly-phénolique et de la capacité anti-
oxydante des extraits obtenus a partir de feuilles de P. oceanica et I'évaluation de

I'efficacite de différents solvants pour I'extraction des polyphénols.

2. Evaluer les performances zootechniques (croissance, survie, indice de

conversion alimentaire)
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1. Collecte d*échantillons, traitement et préparation d'extraits de

plantes

Au total, 10 kg de fascicules foliaires frais détachés (POV et POD), non encore déposes
le long de la cote Est-Algérienne pour former des banquettes, ont été collectés pour des
fins scientifiques, ce qui représente une part negligeable des feuilles annuelles moulées.
(Fig. 1 a et b). Cette méthode garantissait la préservation a la fois du P. Océanica
prairie, qui est restée intacte en conservant son role écologique important et des

banquettes qui jouent un role important dans la morpho-dynamique du rivage et la

stabilité cotiere [77], car la collecte a eu lieu avant sa formation.

Feuilles Intermédiaires
= [
g ,
“® Feuilles Juvéniles

Figure 1: Collecte des échantillons () photographies personnelles prise (08.04.2024)

Avant chaque manipulation, la P.océanica des faisceaux foliaires ont été
sélectionnés et la gaine basale (ou pétiole) a été retirée et jetée pour faciliter le séchage

et I'extraction.

Une fois arrivé au laboratoire, les échantillons de POD et POV ont subi des

ringages successifs a I'eau de mer, a I'eau courante puis a I'eau distillée dans le but

20
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déliminer les potentiels contaminants, notamment les organismes épibiontes, les

fragments de coquilles et les particules sédimentaires.

Les feuilles de P. oceanica ont été extraits frais et sechés. Deux procédures ont
été réalisées pour sécher les feuilles détachées vertes et déchets : dans la premiére

procédure,

21
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1.1. Détermination de I'activité antioxydante de POV et POD

Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation, il n’existe pas de
méthode unique qui permettrait de refléter le profil antioxydant d’un échantillon. C’est
pourquoi, Nous avons effectué de différents tests de mesure de pouvoir antioxydant. Les
antioxydants peuvent réduire les radicaux primaires par deux mécanismes : par transfert

d’¢électron ou par transfert d’atome d’hydrogene.

Les méthodes DPPH- et ABTS-") jouent sur le transfert d’un atome d'hydrogene.
Le DPPH- est un radical commercial directement utilisable, alors que I’ABTS+" doit
étre généré par une réaction enzymatique ou chimique. Une autre différence importante
concerne la solubilité de ces deux radicaux : ABTS-" est soluble en milieux organique
et aqueux alors que DPPH- est soluble uniqguement en milieu organique et plus
particuliérement alcoolique. Le test a I’ABTS+" permet donc I'étude de tous les agents

hydrophiles et lipophiles. Le test au DPPH- est plus restrictif. (Fig.3).

1.1.1. Détermination de I’activité anti oxydante par la méthode DPPH
1) Testau DPPH :

Le radical DPPH-+ est I’un des substrats les plus utilisés généralement pour
I’évaluation rapide et directe de I’activité antioxydante en raison de sa stabilit¢ en forme

radicale et la simplicité de I’analyse [80].

VIOLET

Figure.3. Forme libre et réduite du DPPH [80]
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L’activité antioxydante est déterminée par la diminution de I’absorbance d’une solution
alcoolique de DPPH-+ a 517nm, qui est du a sa réduction a une forme non radicalaire
DPPH-H par les antioxydants (AH) donneurs d’hydrogenes présent dans I’extrait
végétal ou par une autre espéce radicalaire comme le montre les équations suivantes
[81]. Ce radical est un oxydant qui peut étre réduit par lI'antioxydant (AH) selon la

réaction suivante :
DPPH.+ AH — DPPH-H + A.

En présence d’un antioxydant la force d'absorption est diminuée et la décoloration
résultante est steechiométrique en ce qui concerne le nombre d'électrons captés [80]
Les résultats peuvent tre exprimés en tant que I’activité anti-radicalaire ou 1’inhibition
des radicaux libres en pourcentages (I %) en utilisant la formule suivante : %
= [(Abs Control négatif- Abs Echantillon / Abs Control négatif)] X 100

Ou

% : Pourcentage de I’activité anti-radicalaire ;

Abs Echantillon : Absorbance de I'échantillon ;

Abs Control négatif : Absorbance du control négatif ;

v" Calcul des IC50 :

IC50 ou concentration inhibitrice de 50 % (aussi appelée EC50 pour Efficient
concentration 50), est la concentration de I’échantillon testé nécessaire pour réduire 50
% de radical DPPHe Les IC50 sont calculées graphiquement par les régressions
linéaires des graphes tracés ; pourcentages d’inhibition en fonction de différentes

concentrations des fractions testées.

2) Méthode ABTS

Cette méthode repose sur I'aptitude de certains composés a capturer le radical-cation
ABTSe+ (sel d'ammonium de l'acide 2,2'-azinobis (3-éthylbenzothiazoline)-6-
sulfonique), qui a une teinte bleu-vert a I'état initial. Ce radical cationique est produit

par I'oxydation de I'ABTS, qui n'a pas de couleur initialement.

La réaction se déroule en deux étapes : dans un premier temps, le radical ABTSe+ est
géneré en retirant un électron d'un atome d'azote de I'ABTS grace a la présence de

persulfate de potassium K2S208 dans le milieu réactionnel. Dans un deuxieme temps,

23
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en présence d'un antioxydant donneur de H+, le radical d'azote correspondant capte un

H+, formant ainsi 'ABTSH+ et entrainant la décoloration de la solution [82] .

Pour préparer la solution mére d'ABTS, on mélange 5 ml d'eau et 19,2 mg d'ABTS avec
3,3 mg de K2S20g, puis on laisse le mélange réactionnel incuber a I'obscurité pendant
16 heures a température ambiante. La solution fille de travail d'/ABTS + est obtenue en
diluant la solution mere d'’ABTS avec de I'eau jusqu'a obtenir une absorbance d'environ
(0,7) a 734 nm [82].

Dans chaque tube des prises de 1ml des différentes concentrations (0-1mg/ml) des
extraits de la plante POD et POV et 160 ul de la solution d’ABTS. Ont été incubés a

I’obscurité pendant 30 minutes. La lecture des absorbances est effectuée a 734nm.

L’activité antioxydante a été calculée en utilisant la formule suivante :

o [(absorbance du contrile — absorbance de I'échantillon)
% inhibition = — x 100
absorbance du controle

Les pourcentages d’inhibition du radical ABTS ont été tracés en fonction des

concentrations d’extrait pour déterminer l'index IC50.
2. Animaux

Les recherches et les procédures sur I'élevage du tilapia du Nil ont été réalisées
conformément aux directives du comité d'éthique en expérimentation animale (CETEA)
Décret n° 2013-118 du ler février 2013 relatif a la protection des animaux utilises

a des fins scientifiques. de I'Institut Pasteur de Algérie.

2.1. Le Choix de I’animal

Le tilapia est bien adapté a un large éventail de variations trophiques et
écologiques, et ses caracteéristiques adaptatives de cycle biologique en font une espece
d'élevage potentielle dans le monde entier [83]. Par conséquent, il a été largement
introduit pour 1’aquaculture et la péche de loisir [84, 85] et est désormais présent dans

tous les pays tropicaux. Commercialement, apres les carpes, le tilapia est le deuxiéme
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groupe de poissons le plus capturé dans la nature, avec 851 millions de tonnes de

captures sauvages en 2018.[86]

L'élevage du tilapia est populaire depuis les années 1990 et constitue
actuellement l'un des groupes d'espéces de poissons d'élevage les plus répandus au
monde, avec une production commerciale de 6,031 millions de tonnes, correspondant a
une valeur estimée a 11,7 milliards de dollars. En 2020, la culture du tilapia du Nil
(Oreochromis niloticus) était classee au premier rang des especes les plus cultivées au
monde, avec une production aquacole totale de 6,031 millions de tonnes, représentant
environ 87,6 % de la production mondiale totale de tilapia. On prévoit que la production
mondiale de tilapia du Nil atteindra prés de 15 millions de tonnes, avec une valeur

marchande de prés de 20 milliards de dollars en 2030 ..[86]

La Chine est de loin le plus grand consommateur et producteur de tilapia,
représentant environ 46 % de la production mondiale, avec une production estimée a
1,62 million de tonnes en 2018, contre 1,45 million de tonnes en 2017. Les autres
principaux pays producteurs de tilapia d'élevage en 2017-2018 sont I'Indonésie (1 227
741 tonnes), I'Egypte (1 051 444 tonnes), le Bangladesh (344 784 tonnes), le Brésil (317
080 tonnes) et les Philippines (277 006 tonnes). Les projections indiquent que
I'iIndonésie pourrait rivaliser avec la Chine en matiere de production de tilapia au cours
de la prochaine décennie [86].Les poissons issus de l'aquaculture revétent une
importance capitale dans l'alimentation humaine depuis des décennies et constituent
toujours une source de protéines animales majeure pour de nombreuses populations a

travers le monde [88].

2.2. Poisson Tilapia du Nil

L'espéce Oreochromis sp. (Tilapia Du Nil Hybride avec le tilapia rouge,
Cichlidae) a été sélectionnée comme organisme modeéle pour cette étude.

Des spécimens de tilapia (Oreochromis sp) ont été collectés d’une sttation
d’élevage du Nord Algérien (c) et D’autres d’une ferme aquacole du Sahara (b). Les
poissons pesant entre.50£30g.
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Tilapia "b" "

&

Figure 04 : Le Bioessaie Tilapia Oreochromis sp
La position systématique de Tilapia du Nil —Hybride adoptée ici est inspirée de [94] :

e Reégne : Animalia
e Embranchement : Chordata
e Sous-embranchement : Vertebrata

e Super-classe : Gnathostomata Classe : Actinopterygii
e Ordre : Perciformes Sous-ordre : Labroidei

e Famille : Cichlideae

e Sous-famille : Pseudo crenilabrinae

e Genre : Oreochromis

e Espéce : Oreochromis sp [95]
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2.3. Conditions d’hébergement et d’alimentation

Lors des expériences, dans le laboratoire pédagogique SNV-Université de Skikda, la
température du local expérimental est maintenue a 22°C (£3 °C). (Tab1l).

Tabl : Limites de tolérance de certains paramétres physico-chimique Oreochromis sp.[96]

Parametres Limites de tolerances

T(°C)| 21-30
02 (mg/l)| >5
S (%°)| <29

PH 5-11

Les poissons triés ont été répartis au hasard pour obtenir 6 lots de 10 poissons
chacun et répartis également dans 10 aquariums rectangulaires en fibre de verre de 120

L (60 poissons par lot) et conserveés a l'intérieur. Des réservoirs en triple par traitement

Figure 5 : Acclimatation-des bio-essaies. (Cliché personnel 2024)
diététique ont été utilisés. Chaque réservoir faisait partie d'un systeme de recirculation

ouvert comme décrit par Azaza et al., [97-99]. L'eau était constamment remplacée de
maniere égale par un débit continu a un débit de 4 a 6 L/ min/ aquarium pour fournir de
I'oxygéne et éliminer les déchets azotés en exces, et parfois une aération modérée était
prévue si nécessaire. La photopériode a été maintenue a 12 heures de lumiére et 12
heures d'obscurité, avec un début de phase lumineuse de 7h00 a 19h00 (Fig. 5).

Avant le début de I’essai d’alimentation, les poissons ont été¢ acclimatés au systéme
d’¢levage pendant sept —quinze jours (7-15jours). Pendant cette période, ils se sont
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nourris avec un aliment industriel avec trois apports journaliers en fonction de critéres
biométriques précis, a savoir le poids, la taille et le sexe. (Fig.6).et les poissons morts
ou apparemment stressés ont été retirés et remplacés par des individus de tailles

similaires.

Figure 6 : parametre physicochimique (cliché personnel-2024).

3. Bio-essais et condition d’élevage expérimentales

A la veille de l'essai de croissance, les poissons acclimatés ont été privés de
nourriture pendant 24 heures et pesés individuellement. Au début de 1’expérience,
chaque régime expérimental a été réparti au hasard dans les aquariums, réduisant ainsi
I’effet de ’aquarium. Les poissons ont été nourris a la main jusqu'a satiété apparente,
quatre repas par jour, cing jours par semaine (08n00, 11h00, 14h00 et 17h00) et deux
repas par jour le week-end (09h00 et 12h00). La satiété apparente a été atteinte des le

premier refus de nourriture.

La consommation alimentaire quotidienne « The daily feed intake » (FI) par
aquarium a été enregistrée quotidiennement en pesant l'aliment au début et a la fin de
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chaque journée. Pour éviter la perte de nourriture, la nourriture était distribuée lentement
pour garantir que les poissons mangeaient toute la nourriture proposée. Aucun granulé
n’a été gaspillé pour aucun des régimes au cours de I’étude. Les aquariums ont été

vérifiés quotidiennement.

-Poids moyen initial (Pmi)

- Poids moyen final (Pmf)

-Taux de survie (TS). Ce taux a permis de connaitre 1’effet de la substitution sur la
suivie des poissons.

- Gain moyen de poids journalier (GMPJ).

- Taux de croissance spécifique (TCS).

- L’indice de consommation (IC).

La qualité de I'eau a eté surveillée quotidiennement : la température de I'eau,
I'oxygene dissous et les niveaux de pH dans chaque réservoir (a 20 cm sous la surface
de l'eau) ont été mesurés in situ avec un systeme de surveillance par thermo-oxymetre
numérique (WTW, MIQ-C184, www.memecosales.com (Lincolnwood, IL, USA);

précision de 0.1 C et 0.1 mg O2L™D).

L'ammonium total et les nitrites ont été mesurés une fois par semaine en utilisant
des méthodes standards [100]. La température de I'eau a été maintenue a pres de 28°C
tout au long de I'expérience, ce qui correspond a I'optimum thermique de croissance du
tilapia du Nil [101]. Aucune valeur critique n'a été enregistrée pour les substances
dissoutes voir ci-dessus (Tab.1). Oxygéne (> 4,47 mg-L™). Nitrite (NON2'N : <0,009
mg-L™?) et I'ammoniac total-N (TAN, NH3N*NH*s-N : <0,1 mg-I-1) les valeurs sont

restées inférieures aux limites recommandées pour I'élevage du tilapia du Nil [102-103].

Figure 7: Les poissons séparés dans les aquariums.
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4. 2.2. Formulation des aliments et préparation

Avant la formulation des aliments, tous les ingrédients des aliments ont été
analysés pour leur composition immédiate. Sur la base de ces données et des besoins
nutritionnels du tilapia du Nil [104].

4. Prélevement du sang

Deux (02) prélevements sanguins ont été réalisés, le premier (01) acte est réalisé
apres traitement des bio essais « Tilapias » par I’extrait de POD et POV pendant

7jours ;et le deuxiéme (02) est réalisé apres 21jours .

Pour que les résultats soient significatifs, nous avons prélever le sang avec soin
(Fig8). De nombreuses techniques ont été mises au point pour les poissons par
conséquent nous avons réalisé : ponction cardiaque, ponction veineuse et sectionnement
du pédoncule caudal, cette derniére étant recommandée pour les petits poissons.
L'utilisation d'un anesthésique général, le méthanesulfonate de tricaine a été

recommandé avant la ponction cardiaque [105].

L'anticoagulant de choix est 'EDTA, car il permet de conserver les composants
sanguins sur une plus longue période, et aussi de son action anticoagulante

exceptionnellement efficace.

L’ensemble des parametres étudiés lors de notre étude sont les parameétres
hématologiques (GB, GR, HB, PLT) . Les tubes ont été évacués sur le champ dans des
conditions de conservations adéquates (glaciere hermétiguement fermé), wvu

I’hypersensibilité du sang des poissons via le laboratoire pour 1’étude concerné.
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5. Dosage des parametres biochimiques

Les analyses biochimiques ont été realisées au niveau du laboratoire DOS-
SONATRACH - SKIKDA a l'aide d'un appareil automatique de type Cobasintégral 400
plus et de réactifs du type Roche (fig.9) Les parametres dosés sont : glycémie (GLY)
et paramétres biochimiques (CREA;TRI ; FER)[106] .

Figure 9: Cobas intégral 400 plus et de réactifs du type Roche.

6. L’étude histologique

L’étude histologique a été effectuée au laboratoire de 1’hOpital de Saad
Guermech du SKIKDA, au niveau du service d’anapathe. Cette technique comprend

plusieurs étapes principales successives : fixation, inclusion, coloration, et montage.
6.1 Fixation et incubation

Les tissus et les intestins, precédemment prélevés, ont été fixés dans une solution
contenantun volume, 10 fois plus important que I’organe, du liquide du Bouin pendant
une durée d’environ 48h a 4°C. Cette étape a pour but de préserver la morphologie
cellulaire et tissulaireafin de garder 1’échantillon dans un état aussi proche que possible

de I’état in vivo tout en renforgant la consistance du tissu .[107]

Les organes ont été par la suite découpés transversalement puis placés dans des

cassettes histologiques marquées avant d’étre plongées dans un erlenmeyer contenant
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le fixateur. Ces cassettes devraient ensuite étre mises dans un panier de ’appareil

automate de circulation, contenant 12 cuves qui permet la réalisation de trois étapes :

>

La déshydratation qui a été faite par passage des échantillons dans des cuves
d’éthanol aux gardiens ascendants (de 70, 95, 100%) pour une durée de 45 min

chacune.
Cette étape permet d’éliminer 1’eau des tissus pour les préparer a I’inclusion. [108]

La clarification, qui a une durée d’une heure, a été effectuée par passage du panier
dans deux bains de xylene. Cette étape élimine toute trace d’éthanol dans
1’échantillon [108]

L’inclusion (imprégnation), qui a été faite par immersion des cassettes dans deux

bains successifs de paraffine de 1h30 chacun a une température de 56°C.

Du fait de I’absence de cet appareil, les bains ont été réalisés manuellement dans

la structure d’histopathologie. (Fig. 10).

Figure 10 : Photographie originale montrant I’étape de fixation et d’incubation
(Laboratoire d’anapath-EPH-Skikda).
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6.2. Enrobage et confection des coupes

Les échantillons ont été délicatement retirés des cassettes avec une pince puis
mis dans desmoules en acier inoxydable avant de les remplir de paraffine liquide. Aprés
cela, lesmoules sont remplis de paraffine pour la réalisation des coupes. Par la suite, les
blocs de paraffine ont été demoulés pour y étre placés dans un microtome afin de
confectionner des coupes d’environ 5 um. Ces rubans ont été déposés sur des lames
marquées recouvertes d’une fine couche d’eau albumineuse, puis immergées un court
instant dans un bain marie de 60°C. Apreés cela, les lames ont été rangées sur un porte-
lame, puis placées dans 1’étuve pendant une durée de 30 minutes ,avant d’étre
immergées dans un solvant(bain de xyléne) pendant la méme durée de temps afin
d’éliminer toute trace de paraffine, et ainsi permettre la pénétration des colorants

hydrophiles dans les tissus. (Fig.11).

Figure 11 : Photographie originale représentant 1’étape d’enrobage et de confection
(A: I’enrobage des échantillons. B: La coupe des blocs au microtome. C: lames
marquées recouvertes d’une fine couche d’eau albumineuse) (Laboratoire d’anapath-
EPH-Skikda).

6.3. Coloration et montage des coupes

Cette étape a été précédée d’une hydratation consistant en 1I’immersion des
lames dans un bain d’éthanol suivi d’une immersion dans un bain d’eau pour une durée
de 10 min chacun. Lacoloration des lames a été faite avec deux colorants qui permettent
de mettre en évidence la morphologie cellulaire et tissulaire : I’hématoxyline basique
qui colore le noyau acide (basophile) en bleu-violet et 1’éosine acide qui colore le

cytoplasme basique (acidophile) en rose.

» Les lames ont tout d’abord été plongées dans un bain d’hématoxyline pendant

5 minutes, puis rincées a I’eau du robinet.
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> Par lasuite, elles ont été plongées dans un bain d’éosine pendant 3 minutes avant

de subir un ultime rincage.

» La derniére étape de I’histologie est le montage.

» Elle se déroule par le passage des lames dans un bain d’éthanol suivi d’un bain
contenant un mélange d’éthanol/xyléne et pour finir dans deuxbains successifs de

xylene.

» Quelques gouttes du baume de canada ont été déposees sur des lamelles avant

d’étre placées sur les lames.

L’ensemble lame et lamelles a étépar la suite séché a I’air libre. (Fig.12)

-7"1“ o i ')

% .‘\,4‘ >

Figure 12 : Photographie originale récapitulant 1’étape de coloration et celle du montage
(A: Les produits utilisés lors de la coloration et du montage des lames. B:L’applicatior
de baume de canada sur une lamelle. C: Les lames prétes pour I’observatior
microscopique) (Laboratoire d’anapath-EPH-Skikda).

7. Observations microscopiques

Les lames ainsi préparées ont été observées au microscope optique (x10 puis x40) chez

laboratoire de docteur Aissani.
8. Composition biochimique de la chair d’Oreochromis. Sp

8.1. Extraction et dosage des constituants

L’extraction des différents constituants (protéines, glucides, lipides) est réalisée
selon le procédé de [109] a partir de la chair d’Oreochromis. Sp traités par les extraits

méthanoliques (POD et POV). Conservées dans 01 ml d’acide trichloroacétique (TCA)
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a20% [20g TCA, 100 ml eau distillée ]. Apres broyage mécanique (HEIDOLPH RZR
2100) puis homogénéisation aux ultrasons (SONIFER B-30), une premiere
centrifugation (5000 trs / mn, 10 mn) est effectuée et le surnageant I récupéré servira au
dosage des glucides totaux. Le culot I recoit 1 ml du mélange éther/chloroforme (v/v) et
aprées une seconde centrifugation (5000 trs / mn, 10 mn) le surnageant Il sera destiné au
dosage des lipides totaux, alors que, le culot 11 est repris dans 1 ml de NaOH (0,1 N) et

sera utilisé pour la quantification des protéines totales (Figl3)

Tissu+ 1lml TCA

Broyage (Mécanique+ Ultrasons)

/ Centrifugation (lSO(X) pm, lOmn)\

Surnageant I CulotI+1ml
éthar/chloroforme (+£-)

!l

Centrifugation (5000
/ tours/mn. 10 mn) \
Surnageant IT Culot IT + 1ml
NaOH (0,1 N)
Dosage des Douge e Dosage des
glucides protéines
Duchateau & Florkin Bradford (1976)

(1959) 72)

8.1.1. Dosage des protéines

La quantification des protéines a été faite selon [110] Bradford (1976 ) sur une
fraction aliquote de 0,1 ml de I’homogénat, avec le bleu brillant de coomassie ( G 250,
Merck ) comme réactif ( 50 mg de bleu brillant de coomassie, 25 ml d’éthanol ( 95%) ,
50 ml d’acide orthophosphorique (85%) et complété a 500 ml avec 1’eau distillée).

L’albumine de sérum de beeuf (Sigma, France) a été utilis¢é comme standard. Les
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absorbances ont été lues a une longueur d’onde de 595 nm a I’aide d’un
spectrophotométre, et la gamme d’étalonnage réalisée a partir d’une solution d’albumine

a 1 mg/ml selon le Tableau 03.

Tableau3: la gamme d’étalonnage de dosage des protéines [110]

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution albumine (pl) 0 20 40 60 80 100

Eau distillé (ul) 100 80 60 40 20 0

Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

8.1.2. Dosage des glucides totaux

Le dosage des glucides totaux a été effectué selon [111] Duchateau et Florkin
(1959). Cette méthode utilise I’anthrone comme réactif (150 mg d’anthrone 75 ml
d’acide sulfurique et 25 ml d’eau distillée) et une solution mere de glucose (1g/l)

comme standard. (Tableau 4).

Tableau 4 : Dosage des glucides totaux réalisation de la gamme d’étalonnage[111].

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mere de glucose (ul) 0 20 40 60 80 100
Eau distillé (ul) 100 | 80 60 40 20 0
Réactif d’anthrone(ml) 4 4 4 4 4 4

La méthode consiste a additionnée a une fraction aliquote de 100 ul de
surnageant, 4 ml de réactif d’anthrone et aprés chauffage du mélange dans un bain
marie (80°C pendant 10 min) une coloration verte se développe, dont I’intensité
mesurée a une longueur d’onde de 620 nm est proportionnelle a la concentration des

glucides présentent dans 1’échantillon.

8.1.3. Dosage des lipides totaux

La concentration des lipides totaux a été estimée selon [112]Glodsworthy et

al.,1972 utilisant le réactif sulfophosphovanillinique (0,38 g de vanilline, 55 ml d’eau
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distillée et 195 ml d’acide orthophosphorique a 85 %). La solution mére des lipides est
préparée en utilisant I’huile de table (Cevital) selon la procédure suivante : 25 mg d’huile
de table pesés dans un tube Ependorf ; cette quantité est ensuite reprise dans 10 ml du
mélange (éther / chloroforme) (V/V) Selon le tableau 05.

Tableau 5: la gamme d’étalonnage de dosage des lipides totaux[112].

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mére de lipides (ul) 0 20 40 60 80 100
Solvant éther chloroforme(ul) 100 | 80 60 40 20 0
Réactif de vanilline (ml) 25 125 25 |25 25 2,5

Apreés évaporation des prises aliquotes de 100 pl de surnagent 11 dans un bain a sec
a 40°C, on additionne 1 ml d’acide sulfurique concentré (96%), les tubes fermés sont
agités et chauffés dans un bain a sec a 100°C pendant 10 minutes. Apreés
refroidissement, on préléve 200 ul de chaque tube auxquels on ajoute 2,5ml de réactif
sulfophospho-vanillinique et on agite. Aprés 30 minutes a 1’obscurité, le complexe se

Colore en rose. La densité optique est lue dans un spectrophotometre (Jenway 6300 ) a

une longueur d’onde de 530 nm . (Fig.14)

Figure 14: Principales étapes d’extraction des métabolites (Clichés personnels sis
laboratoire pédagogique de biochimie, SNV).
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9. Analyses statistiques

Toutes les données obtenues sont présentées sous forme de moyenne + SE
(erreur standard). L'outil du logiciel R a été utilisé pour analyser les données sur les
performances de croissance, la qualité de l'eau, la pigmentation, I'indice hémato-
biochimique, la composition en acides gras et proches.

Le test de Kolmogorov-Smirnov a confirmé la normalité des données. La
variation d’homogeénéité a été vérifiee grace au test de Levene. Enfin, un test ANOVA
(analyse unidirectionnelle de la variance) a été realise pour confirmer la signification
(p < 0,05) des données obtenues grace a l'expérience et les moyennes des différents

traitements ont été comparées via le test a plages multiples de Duncan.
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1. Rendements en extraits secs et les caractéristiques organoleptiques
POV et POD

Nous avons déterminé le rendement de la plante en extrait sec en calculant le

rapport suivant [113]:
Rdt (%) = P1 - P2/ P3 x 100

P1 : poids de récipient apres dessiccation ;
P2 : poids de récipient avant dessiccation ;

P3 : poids de la matiére végétale de depart.

En matiere de rendement en extraits secs, nous avons constaté que les feuilles de
POV ont présenté un rendement assez élevé de 1’ordre de (1,35%) alors que ce dernier

est de I’ordre de (0,5% ) seulement pour I’extrait POD .

Chaque extrait (POV et POD) a été caractérisé par sa couleur, aspect et son
rendement par rapport a la poudre seche de nos plantes. Ces éléments sont présentés

dans le Tableau 6.

Tableau 6 : Caractéristique organoleptiques des extraits POV et POD

Extralt Hydro- Couleurs Aspect Odeur Solubilité
méthanolique
_ Vert visqueux Forte liposoluble
marine
POD Marron olive Patte Moye;nne Liposoluble
marine
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Chapitre 2 Résultats et Discussion
2. Activité antioxydante:

Dans ce travail, trois tests sont utilisés : la méthode de balayage du radical libre
DPPH,et I’ABTS pour déterminer la capacité antioxydante des extraits POV et POD.

a). Méthode de balayage du radical libre DPPH :

Nous avons ¢tudié Dactivité de balayage du radical DPPH des extraits
hydrométhanolique de POV et POD suivant la méthode décrite par [114]. Les profils
d’activité antiradicalaire obtenus révelent que les extraits des plantes possédent une
activité antiradicalaire dose dépendante avec une IC 50 de 0.322mg/ml pour I’extrait
hydrométhanolique POV et de I’ordre de 0,608 mg/ml pour I’extrait hydrométhanolique
POD.

Les résultats indiqués dans la Figure 15 représentent les pourcentages de
réduction de DPPH en fonction des différentes concentrations des échantillons testés.
Les concentrations correspondant a IC50 pour chacune de Trolox (IC50 0,09mg/ml) et

DPPH ont été déterminées par la courbe ci-dessus.

100,00
100,00 o5.383x+ 30k y = 58,457x + 19,296
Y = 39.383x + 3084 90,00 R?=0,9875
90,00 ~® R-0982 '
X 80,00
50,00 K 3 -
o o .'.'
70,00 .- = 70,00 e
60,00 o £ 60,00 -
'z 2 o
50,00 ‘€ 50,00 -
© o
40,00 é o 40,00
&
30,00 £ 30,00 ®
20,00 2 20,00
' 2
10,00 o 10,00
0,00 0,00
0 0,5 1 1,5 0 0,5 1
Concentration (mg/ml) Concentration (mg/ml)

Figure 15 : Courbe d’étalonnage DPPH avec les concentrations Hydro-méthanoliques
pour les extraits de POV et POD.

Pour ABTS, Les valeurs IC50 indiguent la concentration nécessaire pour inhiber
50% de I'activité du radical libre ABTS. Comparativement a I'extrait POV qui présent

une valeur plus faible de I’IC 50 = 0.48, les extraits de POD présentent des valeurs IC50
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qui sont de I’ordre de (IC50=0.56). Cela révele que La plante fraiche a amélioré l'activité

antioxydante de maniére significative (Fig. 16).
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Figure 16 : Courbe d’étalonnage ABTS avec les concentrations Hydro-méthanoliques

pour les extraits de POV et POD.

3. Survie, consommation alimentaire, performances de croissance et

utilisation des aliments

La formulation des aliments et la composition approximative des régimes

expérimentaux sont présentées dans le tableau 1. Les données sur le SGR, le FCR et le

PER des Bioessaie aprés 21-30 jours d'essai d'alimentation sont présentées dans le

tableau 2. A la fin de l'essai de croissance, les taux de survie des poissons étaient

supérieurs a 90 % et n'étaient pas affectés par le traitement alimentaire. L'acceptation

alimentaire est satisfaisante et semble identique pour tous les groupes, sans rejet

observé. Les poissons ont manifesté un comportement alimentaire actif et le FI a

augmenté chez les poissons de tous les aquariums au cours de I'expérience. Il n'y avait

pas de difference significative en termes d'IF parmi les poissons nourris avec les régimes

POD, POV (p>0,05, tableau2). Cependant, les poissons nourris avec un regime POV

présentaient des valeurs FI plus élevées (p<0,05) que celle des poissons nourris avec les

autres régimes expérimentaux POD et Commerciales (témoin).
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Le Poids moyen initial (Pmi) ; Poids moyen final (Pmf) ;Taux de survie (TS) ; Gain
moyen de poids journalier (GMPJ) ; Taux de croissance spécifique (TCS) et L’indice
de consommation (IC) sont présentés dans le tableau 8. Les Bioessaies de tilapia du Nil
ont été nourris avec un régime formulé a base de POV et POD déceler les performances

pharmacologiques et nutritionnelle de ces extraits naturels.

Au cours de I'étude, les poissons acceptés ont formulé deux régimes et les performances
de croissance variaient de maniére significative (p <0, 05) parmi les quatres (04) groupes
de traitement (Tableau8). L'inclusion de POV et POD présentes dans I'alimentation n‘ont
pas augmenté le WG, le K, le FCR et le SGR des Bioessaies de tilapia du Nil par rapport
au groupe de reférence Témoin. Des différences notables dans le pourcentage de survie
ont également été observées et la survie de chaque traitement avec un régime inoculé de
POV était significativement plus élevée (p < 0,05) que celle du traitement témoin
(Tableau 8). Parmi tous les groupes de traitement, le T25 a montré la survie la plus
élevée (77,77 £ 1,85 %) et la survie la plus faible a été enregistrée dans le groupe
POD(16,66 * 3,20 %).

Tableau 08 : Performance de croissance des Bioessaies d'Oreochromis Sp recevant les

deux (02) régimes alimentaires expérimentaux (POD ; POV)..

PODc POV PODs POVs
PMI(G) 36,33+20,60 47224244  47,7730,71 48 14,42
PMF(G) 49,5+19,48 4942572  49,285+34,87 48,285+1343
TS (%) 16,66 33,333 77,777 77,77
GMPJ(G/) 0,476 0,285 0,619 0,761
TCS%/ 1,472 0,175 0,148 0,0282
IC 0,05 0,026 0,0385 0,01
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Chapitre 2

4. Les symptdmes morphologiques

Les changements morphologiques, comme le gonflement de I'ceil, la sécrétion excessive
de mucus, le gonflement de 1'ceil et du corps, la sécrétion excessive de mucus,
hémorragie de l'ceil et du corps, €rosion des écailles, pourrissement de la queue et
mortalité et du corps, I'érosion des écailles, le pourrissement de la queue ont été observés
au cours de I'étude (Tab.09). Les symptdmes étaient plus prononcés et augmentaient
avec le type de I’extrait (POV et/ou POD), I’origine de I’espéce et le temps de traitement.
Notons que nous avons ressencé une bonne adapatation des bioessaies de Biskra avec

les deux régimes alimentaires (POD et POV).

Tableau 9 : Symptomes morphologiques chez les bioessaies (Oreochromis sp) observés dans

Résultats et Discussion

le groupe témoin et les différents groupes expérimentaux.

Symptémes

Aq 1T.

AQ2Ty

Durée de traitement

07 jours

Ag3ronC Ag4podb

Bombement de |'ceil

Sécrétion de mucus

Hémorragie oculaire

Hémorragie du corps

Erosion de I'écaille

Pourriture de la queue

+ |+ |+ |+ ]+

+ |+ |+ |+ ]+

Durée de traitement

10 Jours

Bombement de |'ceil

Sécrétion de mucus

Hémorragie oculaire

Hémorragie du corps

Erosion de I'écaille

Pourriture de la queue

Durée de traitement

Bombement de |'ceil

Sécrétion de mucus

Hémorragie oculaire

Hémorragie du corps

Erosion de I'écaille

Pourriture de la queue

Pas de symptémes (-) ; symptdmes modérés (+) ; symptébmes clairs (++)
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Conclusion et perspectives futures

1. Conclusion générale perspectives futures

Les résultats de nos recherches

bibliographiques et de nos études expérimentales nous ont permis de mieux
connaitre la valeur des feuilles détachées de P. Oceanica in vivo le poisson Tilapia

d’Algérie : Oreochromis sp.

Ce travail ne s’arrétera pas dans ce stade, car il reste d’autres activités
biologiques a tester comme :

1. Le screening phyto-chimique

2.  Lesdifférentes activités pharmacologiques ;

3. Test de la maitrise de la toxicité de la plante

4.  Aussi, le travail doit s’orienter vers 1’étude des principes actifs de la
plante sur toutes les activités déja étudiées et celle que nous n’avons pas encore teste.
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