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Les macroalgues constituent une ressource marine importante naturellement présente

dans tous les océans. Depuis plusieurs dizaines d'années, la culture de ces algues ne cesse

d'augmenter  pour  atteindre  24  millions  de  tonnes  produites  par  aquaculture  en  2013.

En fonction  des  régions  du  globe,  elles  sont  principalement  destinées  à  l'alimentation

humaine ou à l'industrie des phycocolloïdes pour la production d'épaississants et gélifiants

connus sous les noms d'agars, carraghénanes et alginates. Outre leur intérêt nutritionnel, les

macroalgues sont riches en composés possédant des activités biologiques d'intérêt pour des

secteurs  d'activités  allant  de  l'agriculture  à  l'industrie  pharmaceutique  en  passant  par

l'agroalimentaire, la cosmétologie, la nutraceutique et les applications biotechnologiques.

Parmi  les  macroalgues  présentes  sur  nos  côtes,  certaines  ont  été  introduites

accidentellement  via  des  facteurs  anthropiques  (ostréiculture,  aquaculture,  marine

marchande,  etc.) et elles sont qualifiées d'espèces non-indigènes ou exotiques. Certaines

d'entre  elles  s'adaptent  particulièrement  bien  et  vite  à  leur  nouvel  environnement,  elles

peuvent  alors  devenir  proliférantes,  envahissantes,  voire  même  invasives. Il  est  donc

primordial  de  trouver  des  voies  d'exploitation  et  de  valorisation  pour  ces  biomasses  qui

demeurent  le  plus  souvent  inexploitées.  C'est  l'un  des  objectifs  du  projet  régional

COSELMAR,  à  savoir  l'exploitation  et  la  valorisation  d'espèces  marines  invasives.  La

macroalgue rouge non-indigène et proliférante Grateloupia turuturu est présente depuis les

années  1990  sur  les  côtes  bretonnes  et  ligériennes.  Cette  algue  est  actuellement  non

exploitée,  notamment car  elle  ne figure pas parmi les algues autorisées en alimentation

humaine en France, et constitue donc un matériel d'étude de premier choix. Elle a déjà fait

l'objet  de plusieurs études dans différents laboratoires.  Au sein du laboratoire MMS,  les

travaux de recherche ont particulièrement porté sur l'étude de sa composition biochimique,

sur sa valorisation en aquaculture, mais aussi et plus particulièrement sur l'extraction,  la

purification  et  la  caractérisation  d'un  pigment  fluorescent  hydrosoluble  de  couleur  rose-

pourpre  présent  chez toutes  les  macroalgues rouges :  la  R-phycoérythrine  ou R-PE.  La

valeur ajoutée de ce pigment dépend de son degré de pureté et ses applications vont de

l'utilisation en tant que marqueur fluorescent en biologie moléculaire à celle de colorant pour

l'agroalimentaire ou la cosmétologie.

Néanmoins, l'essentiel de ces études ciblent l'extraction d'un composé en particulier, or

la  tendance actuelle  est  à la  valorisation  des biomasses dans leur  ensemble.  Ainsi,  il  a

récemment été démontré qu'il est possible de valoriser certaines macroalgues rouges dans

leur  l'ensemble  grâce  à  une  cascade  de  procédés  appliqués  seuls  ou  combinés

(bioraffinerie).  Ces  procédés  doivent  être  adaptés  à  la  biomasse  et  aux  molécules
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recherchées,  et  être  transposables  du  laboratoire  à  une  plus  grande  échelle.  Certaines

techniques  d'extraction  présentent  donc  un  potentiel  élevé  dans  la  valorisation  des

macroalgues  par  rapport  aux  techniques  d'extraction  plus  conventionnelles  (extraction

solide-liquide, macération, distillation, etc.).

Parmi ces techniques d'extraction innovantes, l'hydrolyse enzymatique ou extraction

assistée  par  hydrolyse  enzymatique  (EAE)  a  déjà  montré  son  intérêt  depuis  plusieurs

années  pour  la  liquéfaction  de  macroalgues.  La  liquéfaction  consiste  ici  à  utiliser  des

enzymes qui vont permettre de solubiliser les composés de l'algue (protéines, sucres, etc.)

en dégradant les principales structures constitutives de sa paroi : les polysaccharides. Parmi

les composés solubilisés,  un intérêt  particulier  est  porté à la  R-phycoérythrine,  qui est  à

l'heure actuelle principalement extraite à partir d'algues lyophilisées, cryobroyées puis mises

en  suspension  dans  un  milieu  tamponné.  Même  si  l'extraction  assistée  par  hydrolyse

enzymatique  de  ce  pigment  s'est  montrée  efficace  pour  certaines  macroalgues  rouges,

comme  Chondrus  crispus et  Palmaria  palmata,  elle  s'est  avérée  peu  performante  pour

Grateloupia turuturu. Ceci est certainement dû à une composition pariétale différente, d'où

une efficacité plus ou moins importante des enzymes utilisées.

L'application de l'extraction assistée par  ultrasons (UAE) aux macroalgues est  plus

récente. Plusieurs travaux de recherche mentionnent cette technique comme une alternative

aux méthodes d'extraction conventionnelles. Ainsi, quelques études ont montré le potentiel

de l'UAE pour l'extraction de différentes molécules, telles que des polysaccharides sulfatés

et  des composés bioactifs issus de macroalgues brunes, vertes et  rouges. Par rapport à

l'hydrolyse enzymatique, ce procédé physique a l'avantage de ne pas être spécifique de la

paroi de l'algue. Son utilisation peut donc être plus aisée lorsque la composition pariétale de

la biomasse n'est pas bien connue, sa transposition d'une espèce à l'autre peut également

être plus facile. Cependant, à l'heure actuelle, aucune étude ne mentionne l'utilisation des

ultrasons pour l'extraction de la R-phycoérythrine de macroalgues rouges, bien que l'intérêt

de  cette  technique  ait  déjà  été  démontré  pour  l'extraction  de  pigments  de  végétaux

supérieurs et de microalgues. De plus, l'utilisation d'un réacteur tubulaire à ultrasons, comme

celui  utilisé dans cette étude n'a,  à notre connaissance,  jamais été mentionnée pour les

macroalgues. Ce type de réacteur ouvert a l'avantage de permettre la sonication en continu

et de façon homogène du produit, contrairement aux réacteurs fermés (bains ou sondes à

ultrasons) classiquement utilisés.
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L'hydrolyse enzymatique et l'extraction par ultrasons peuvent être couplées de façon

simultanée ou séquentielle. Des études récentes ont montré que l'association de ces deux

procédés permettait d'améliorer l'extraction des polysaccharides, sucres et autres molécules

de  différents  végétaux  supérieurs.  Le  mécanisme  de  cette  interaction  positive,  parfois

qualifiée de synergie, n'est cependant pas encore élucidé. Il est généralement admis que la

dégradation des matrices végétales sous l'action des ultrasons faciliterait  la diffusion des

enzymes au sein de la biomasse et donc l'accès à leur(s) substrat(s). D'autres mécanismes

entreraient  également  en  jeu,  tels  que  l'amélioration  des  transferts  de  matière  entre  la

biomasse et le milieu d'extraction ou encore des modifications de structure des enzymes et

de  leurs  conditions  optimales.  L'extraction  assistée  par  ultrasons  et  par  hydrolyse

enzymatique (UAEH) est innovante et en plein essor sur les végétaux terrestres, mais aussi

sur les macroalgues où ce procédé en est à ses débuts. En effet, à notre connaissance et

selon une étude bibliométrique effectuée récemment sur ce sujet, seulement cinq études ont

utilisé ce couplage sur  des macroalgues,  dont  trois  à des fins analytiques et  deux pour

l'extraction de molécules par UAEH.

Le premier chapitre fera l'état des connaissances sur les macroalgues et les procédés

d'extractions étudiés, le deuxième chapitre présentera les matériels et les méthodes utilisés

pour mener à bien cette étude. Les résultats obtenus seront ensuite développés dans trois

chapitres au sein desquels des éléments de réponse et de discussion seront apportés. Enfin,

une  conclusion  générale  et  des  perspectives  seront  émises  pour  la  conduite  de  futurs

travaux.

OBJECTIFS DE L'ÉTUDE

L’objectif principal de ce travail de recherche est de sélectionner parmi trois procédés

originaux celui qui permettrait de maximiser la liquéfaction de Grateloupia turuturu pour en

extraire le plus de composés, avec une attention particulière portée à la R-phycoérythrine.

Les résultats de ces travaux sont présentés en trois chapitres représentatifs du cheminement

suivi pour atteindre un procédé performant répondant à cet objectif.

1. Étude  comparative  de  trois  procédés  d'extraction  pour  la  liquéfaction  de

Grateloupia turuturu : EAE, UAE et UAEH

L'objectif de ce premier chapitre de résultats est d'effectuer une étude comparative de

différents  procédés  en  se  basant  sur  la  liquéfaction  de  l'algue  et  sur  la  composition

biochimique  des  fractions  obtenues. Il  est  donc  nécessaire  de  caractériser  la  biomasse

initiale, pour ce faire une étude préliminaire de la composition biochimique de  Grateloupia
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turuturu  introduit  ce  chapitre.  Par  la  suite,  les  trois  procédés étudiés  EAE,  UAE et  leur

couplage simultané (UAEH) ont été appliqués. Les taux de liquéfaction et la caractérisation

biochimique  des  fractions  solubles  générées  ont  permis  de pré-sélectionner  les  deux

techniques les plus efficaces pour l'extraction des composés de cette macroalgue.

2. Effet  de  la  température  sur  l'UAE  et  sur  l'UAEH  pour  la  liquéfaction  de

Grateloupia turuturu & l'extraction de la R-PE

Suite  aux premiers résultats,  les  deux procédés retenus,  l'UAE et  l'UAEH,  ont  été

appliqués à 22 °C et 40 °C. À ce stade de l'étude, en plus du taux de liquéfaction de l'algue,

le rendement d'extraction de la R-PE est également pris en compte. À ce titre, une première

étude portant sur l'extraction conventionnelle des composés hydrosolubles de l'algue, dont la

R-PE, introduit ce chapitre. Elle est suivie d'une étude de stabilité du pigment à différentes

températures au cours du temps. L'UAE et l'UAEH, à 22 °C et 40 °C, ont été comparées sur

la base des taux de liquéfaction obtenus, de la composition biochimique des fractions et des

rendements d'extraction de la R-PE, dans l'objectif  de ne retenir qu'un seul de ces deux

procédés.  Des  comparaisons  ont  également  été  réalisées  par  rapport  à  la  technique

d'extraction conventionnelle afin d'évaluer leurs efficacités.

3. Optimisation  de  l'UAEH  pour  la liquéfaction  de  Grateloupia  turuturu &

l'extraction de la R-PE

Les résultats du chapitre précédent ont permis de sélectionner l'UAEH pour faire l'objet

d'une  étude  plus  poussée.  L'objectif  est  ici  d'évaluer  l'effet  de  trois  paramètres  sur  la

liquéfaction de Grateloupia turuturu et l'extraction de la R-phycoérythrine, afin de déterminer

les conditions permettant d'améliorer l'efficacité du procédé. Un plan d'expériences de type

surface de réponses a été utilisé pour évaluer  l'effet  du débit,  de la  puissance et  de la

température. La conduite des expériences a permis de déterminer les conditions optimales

pour chacun de ces paramètres. Enfin, des analyses biochimiques plus poussées ont été

effectuées pour caractériser plus précisément les fractions solubles et insolubles obtenues

suite à l'application de l'UAEH dans les conditions optimisées.
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Chapitre I : Étude bibliographique

I. Généralités sur les macroalgues

Sous le terme « algues » sont regroupés différents organismes photosynthétiques. Il

peut  s'agir  de  bactéries  (algues  bleues  ou  cyanobactéries),  d'organismes eucaryotes1

pouvant être proches des plantes terrestres mais aussi être sans lien de parenté direct avec

celles-ci.  Communément,  les  algues  sont  définies  comme  étant  des  organismes

photosynthétiques  à  chlorophylle  a,  autres  que  les  plantes  terrestres  et  généralement

associés aux milieux humides. Elles sont présentes aussi bien en eaux de mer qu'en eaux

douces. En plus de la chlorophylle, elles peuvent également posséder d'autres pigments, qui

leur permettent de capter l'énergie lumineuse de longueurs d'onde différentes pour fabriquer

de la matière organique par photosynthèse  (Pérez,  1997; de Reviers, 2015). Les algues

représentent la quasi-totalité des végétaux vivant en milieu marin, elles sont présentes dans

toutes  les  mers  du  monde,  fixées  aux  fonds  marins  ou  flottant  librement  à  la  surface

(Kornprobst, 2005). Communément, sont distinguées les microalgues et les macroalgues,

appelées aussi grandes algues.

Le  terme  de  macroalgue  est  un  terme  générique  qui  englobe  les  organismes

aquatiques photosynthétiques pluricellulaires, le plus souvent visibles à l’œil nu (Kornprobst,

2005). La définition et la classification des algues, et donc des macroalgues, a évolué au

cours  du  temps  en  fonction  des  connaissances  liées  au  développement  technologique

(Kornprobst, 2005; Pérez, 1997). Ce terme n'a aucune valeur taxonomique, les macroalgues

regroupant  de nombreuses espèces issues  de  deux lignées  évolutives  distinctes  (lignée

verte  et  brune),  elles  peuvent  être  divisées  en  trois  ensembles :  les  Chlorophyceae ou

algues vertes, les Rhodophyceae ou algues rouges et les Phaeophyceae ou algues brunes

(ADEME, 2014; Kornprobst, 2005).

I.1. Les macroalgues en quelques chiffres

I.1.1. À   l'échelle mondiale

Les macroalgues présentes sur le marché mondial sont issues de la cueillette ou de

l'aquaculture. Les évolutions de ces deux productions à l'échelle mondiale depuis les années

1950 sont représentées dans la Figure 1.

1 regroupent tous les organismes, unicellulaires ou pluricellulaires, dont les cellules se caractérisent par la 
présence d'un noyau et de mithochondries
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Depuis les années 1970, la culture de macroalgues s'est particulièrement développée,

dépassant très largement la cueillette. En effet, cette dernière s'est maintenue à un tonnage

constant  depuis  plus  de  60 ans (<  1  million  de  tonnes frais).  En  2013,  la  cueillette  ne

représentait  que  3,8  %  du  volume  de  macroalgues  exploitées  contre  96,2  %  pour

l'aquaculture.  Concernant  l'aquaculture,  depuis  les  années  2000  la  production  ne  cesse

d'augmenter de façon considérable, le tonnage a été multiplié par un facteur 3,7 entre 2000

et  2013,  avec respectivement 6,4 et  24 millions de tonnes.  Ces dernières années,  cette

augmentation s'est particulièrement accentuée, avec 2,9 millions de tonnes supplémentaires

entre 2011 et 2012 et 3,1 millions de tonnes supplémentaires entre 2012 et 2013.

L'évolution  de  la  production  aquacole  présente  des  tendances  bien  différentes  en

fonction de la classe d'algue considérée, comme représenté dans la Figure 2.
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Figure 1 : évolution de la production mondiale de macroalgues par cueillette et aquaculture de
1950 à 2013. D'après FAO, 2015
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Les macroalgues vertes sont très peu cultivées. Depuis 2008, leur tonnage ne cesse

de diminuer (26 133 tonnes en 2008) et elles représentaient seulement 0,06 % de la culture

mondiale en 2013 avec 14 739 tonnes. Les macroalgues brunes ont été les plus cultivées

depuis les années 1960 jusqu'à 2008, avec quelques fluctuations selon les années. En 2013

elles représentaient 34,2 % de la production mondiale avec 8,2 millions de tonnes. En 2010,

cette production représentait 43 %. La production de macroalgues rouges est en constante

augmentation  depuis  les  années  2000,  arrivant  même  à  partir  de  2008  à  dépasser  la

production  de  macroalgues  brunes.  En  2013,  la  production  de  macroalgues  rouges

représentait 65,7 % de la production mondiale (15,8 millions de tonnes), contre 56,9 % en

2010. Sur le plan économique, la production mondiale de macroalgues était estimée à 5,5

milliards de dollars US en 2013 (FAO, 2015).

La  culture  d'algues  est  présente  sur  tous  les  continents,  mais  elle  se  concentre

essentiellement en Asie, avec 99,2 % de la production (23,8 millions de tonnes en poids

frais),  suivie  par  l'Afrique  avec 0,5  % (120 032  tonnes),  l'Europe  avec 0,17 % (40 684

tonnes),  l'Océanie avec 0,09 % (21 920 tonnes) et  les Amériques avec 0,06 % (13 311

tonnes) (FAO, 2015). Ce monopole de la production asiatique se répartissait en 2013, selon

les données statistiques de la FAO, principalement entre quatre pays (Figure 3).  Ainsi la
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Figure 2 : évolution de la production mondiale par aquaculture des macroalgues vertes, rouges
et brunes de 1950 à 2013. D'après FAO, 2015
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Chine est  le  principal  producteur  mondial  avec 44,3  % de la  production  mondiale  (10,6

millions de tonnes en poids frais), l'Indonésie la suit de près avec 38,7 % de la production

mondiale (9,3 millions de tonnes), les Philippines en ont produit quant à elles 6,5 % soit 1,6

millions de tonnes et 4,7 % ont été produits par la République de Corée (1,1 millions de

tonnes).

En  2010,  la  production  mondiale  était  concentrée  sur  neuf  espèces,  dont  les

principales sont : Laminaria japonica (Kombu) (33 % de la production mondiale), Eucheuma

spp. (22 %), Kappaphycus alvarezii (12 %), Undaria pinnatifida (Wakamé) (10 %), Porphyra

sp. (Nori) (7 %) et la Gracilaire commune (7 %) (Programme Breizh’alg, 2012).

À l'échelle mondiale, 89 % de la production est destinée au marché alimentaire, 7 % à

la chimie fine et 4 % à l'industrie des phycocolloïdes2 (agars, carraghénanes et alginates)

(ADEME, 2014). En Europe, la tendance est toute autre puisque 1 % est utilisé en tant

qu'algue légume, 24 % est destiné à l'agriculture et 75 % à l'industrie des phycocolloïdes

(Hardouin et al., 2014). En 2010, le marché mondial de l'industrie des phycocolloïdes était

estimé à 1 milliard d'euros (Kraan, 2012).

2 Macromolécules hydrosolubles extraites des algues, en solution aqueuse elles modifient les propriétés 
rhéologiques du produit dans lequel elles sont ajoutées (épaississant, gélifiant, stabilisant, etc.)
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Figure  3 :  répartition de la production mondiale de macroalgues par  aquaculture  entre les
principaux pays producteurs asiatiques, en 2013. Valeurs exprimées en %. D'après FAO, 2015
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I.1.2. Positionnement de la France

En 2012,  la  France se positionnait  au 10ème rang des producteurs mondiaux,  avec

95 000 tonnes de macroalgues fraîches produites et récoltées, soit 0,6 % de la production

mondiale (16 millions de tonnes de matière fraîche). Elle se plaçait alors en 2ème position en

Europe, juste après la Norvège (ADEME, 2014).

Contrairement au marché mondial (Figure 1), en 2012 en France, près de la totalité

des algues étaient issues de la collecte : 90 % sont prélevées en mer à l'aide de navires

goémoniers, les 10 % restants sont prélevés sur les plages par des récoltants à pied (6000

tonnes par  an environ).  La culture de macroalgues ne représentait  quant  à  elle  que 50

tonnes  de  matière  fraîche,  avec  principalement  deux  espèces  de  macroalgues  brunes :

Undaria pinnatifida (Wakamé) et Saccharina latissima (Kombu) (ADEME, 2014). Les algues

récoltées  sont  aussi  majoritairement  des  macroalgues  brunes  (95  %),  avec  75  %  de

Laminaires  dont  57  000  tonnes  (60  %)  de  Laminaria  digitata et  15  %  de  Laminaria

hyperborea, le  reste  des  collectes  (6  %)  correspond  à  des  Fucales  (Fucus  spp.  et

Ascophyllum nodosum).

Ces algues sont essentiellement destinées au marché des phycocolloïdes (90 à 95 %),

en particulier pour la production d'alginates, qui sont extraits des macroalgues brunes. Les

phycocolloïdes produits en France représentent environ 20 % du marché mondial, grâce à la

présence de deux firmes internationales assurant leur transformation : Dupont-Danisco et

Cargill (ADEME, 2014).

I.2. Utilisation des algues en tant que légume, condiment ou ingrédient

La consommation directe des algues en tant que légume est essentiellement retrouvée

dans le Sud-Est asiatique, où elles sont traditionnellement très présentes dans le régime

alimentaire.  Par  exemple,  en  Chine,  premier  pays  consommateur  d'algues  en  tant  que

légume, la consommation moyenne par an et par habitant s'élève à 8 kg d'algues fraîches

(même ordre de grandeur que la consommation de salade en France) (ADEME, 2014).

En France, une filière de production se met en place dans les années 1980 avec une

réglementation  assortie  (Marfaing  et  Lerat,  2007).  A l'heure  actuelle,  24  algues  dont  3

microalgues sont autorisées en alimentation humaine. Le Tableau I présente les différentes

espèces de macroalgues autorisées, parmi lesquelles figurent 8 algues brunes, 11 algues

rouges et 2 algues vertes. Leur commercialisation sur le marché français nécessite qu'elles

répondent  à  certains  critères  microbiologiques,  elles  ne  doivent  pas  non  plus  dépasser
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certaines teneurs en métaux lourds et en iode (CEVA, 2014).

Tableau I : macroalgues autorisées pour la consommation humaine en France (CEVA, 2014)

Macroalgues brunes Macroalgues rouges Macroalgues vertes

Ascophyllum nodosum Palmaria palmata
(Dulse)

Ulva sp.
(Laitue de mer)

Fucus vesiculosus Porphyra umbilicalis
(Nori)

Enteromorpha sp.
(Aonori)

Himanthalia elongata
(Spaghetti de mer)

Pyropia tenera *
(Nori)

Undaria pinnatifida
(Wakame)

Pyropia yezoensi *
(Nori)

Laminaria digitata
(Kombu)

Porphyra dioica
(Nori)

Laminaria saccharina
(Kombu royal)

Porphyra purpurea
(Nori)

Laminaria japonica
(Kombu)

Porphyra laciniata
(Nori)

Alaria esculenta
(Atlantic wakame)

Pyropia leucosticta *
(Nori)

Chondrus crispus
(Pioca, Lichen)

Gracilaria verrucosa
(Ogonori)

Phymatolithon calcareum
(Maërl)

*  suite  à  un  réarrangement  taxonomique  ces  espèces  n'appartiennent  plus  au
genre Porphyra. Elles ont été transférées dans le genre Pyropia (AlgaeBase, 2016)

Dans  le  cadre  du  projet  IDEALG,  une  étude  du  marché  français  des  algues

alimentaires a montré que ce marché pouvait être divisé en deux segments (Le Bras et al.,

2015a):

• Les  produits  d'inspiration  asiatique  (54  % du marché) :  feuilles  de

Nori, algues sèches, soupes miso, sushis préparés.

• Les produits d'inspiration française (46 % du marché) : algues sèches

et fraîches, tartinables et condiments.
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Concernant  les  « produits  d'inspiration  française »  (hors  gélifiants  et  compléments

alimentaires), les produits référencés se répartissent essentiellement entre les produits bruts

peu  transformés  (30  %)  (algues  sèches,  paillettes,  bocaux,  algues  fraîches  salées),  les

tartinables (21 %) (tartares d'algues,  rillettes de poissons aux algues)  et  les condiments

(17 %) (courts-bouillons, moutardes, produits à saupoudrer tels que sels et aromates), les

autres produits sont par exemple des tisanes, des biscuits salés, des boissons et des soupes

(Le Bras et al., 2015b). Des exemples de produits sont présentés dans la Figure 4.

I.3. Autres applications : aquaculture et agriculture

Des  études  récentes  ont  montré  l'intérêt  des  macroalgues  pour  supplémenter  ou

remplacer l'alimentation artificielle habituellement utilisée en aquaculture (farines végétales,

soja  par  exemple)  pour  les  poissons  et  mollusques  (saumons  et  ormeaux  notamment).

L'apport  d'algues  améliorerait  leur  croissance  ainsi  que  leur  résistance  à  certains

pathogènes, les macroalgues étant l'aliment naturel des ormeaux  (Fleurence  et al.,  2012;

García-Bueno, 2015; Lozano  et al., 2015; Mæhre  et al., 2014; Mulvaney  et al., 2013). De

plus,  il  est  envisageable  de  valoriser  les  effluents  aquacoles  par  la  co-culture  de
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macroalgues dans des systèmes intégrés (IMTA pour Integrated multi-trophic aquaculture),

pour  la  production  de  molécules  d'intérêt  commercial  comme  les  phycobiliprotéines

(Figueroa et al., 2012; Fleurence et al., 2012; García-Bueno, 2015). Les macroalgues sont

également  utilisées  pour  supplémenter  le  régime  alimentaire  du  bétail  en  minéraux  et

vitamines.  Il  s'agit  essentiellement  de  farines  de  macroalgues  brunes  (Ascophyllum et

Laminaria) ou alors d'extraits utilisés en tant qu'additifs alimentaires pour la prévention de

certaines maladies (McHugh, 2003; Michalak et Chojnacka, 2015). Par exemple, le groupe

français Olmix développe et commercialise différents produits à base de macroalgues, qui

sont notamment destinés à la nutrition et la santé animale (Clogenson, 2015; Stassi, 2015).

Les propriétés revendiquées sont  pour  la plupart  basées sur l'apport  de polysaccharides

marins sulfatés (exemples : DigestSea, SeaLyt et Searup). L'entreprise Setalg du Groupe

Roullier commercialise elle aussi ce type de produits, à base d'algues brunes principalement

(Algovert®, Fucopharm® et Ascopharm®).

Enfin,  depuis  des  siècles  les  macroalgues  servent  d'amendement  sur  les  champs

(Kılınç  et al., 2013; McHugh, 2003). Elles sont de nos jours utilisées sous forme d'extraits

destinés à la santé du végétal (macroalgues brunes essentiellement). Ainsi, au début des

années 1990, ce marché valait 5 millions de dollars et a dû croître fortement ces dernières

années avec le développement de l'agriculture raisonnée et biologique (Kılınç et al., 2013).

Ces extraits apportent des nutriments à la plante ou sont utilisés en tant que stimulants et

régulateurs de croissance grâce à la présence de certaines molécules (cytokinines) et à leur

teneur en minéraux. Les polysaccharides augmentent quant à eux les capacités de rétention

d'eau  des  sols  (Khan  et  al.,  2009;  Michalak  et  Chojnacka,  2015).  Différentes  sociétés

commercialisent ce type de produits destinés à la santé du végétal,  avec par exemple  :

Maxicrop® (Royaume-uni), Seasol® (Australie), ou encore Vacciplant®  proposé par la société

Goëmar  (France)  et  Lamivert®  et  Ascovert® produits  par  l'entreprise  Setalg  du  Groupe

Roullier (France).

II. Caractéristiques biochimiques des macroalgues rouges

Les algues rouges ou Rhodophyceae peuvent être divisées en deux sous-classes : les

Bangiophycideae et les Florideophycideae. Le nombre d'espèces est estimé aux environs de

4000  à  5000,  elles  sont  principalement  marines  (Kornprobst,  2005;  Usov,  2011).  Les

Bangiophycideae  sont  essentiellement  monocellulaires  avec  quelques  espèces

pluricellulaires parmi lesquelles figurent  les algues du genre  Porphyra,  qui  possèdent un
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thalle3 rouge-brun constitué  d'une seule  couche  de cellules.  Les  Florideophycideae  sont

quant à elles pour la plupart pluricellulaires et macroscopiques. Elles sont retrouvées aussi

bien  dans  des  baies  abritées  que  sur  des  roches  exposées,  elles  sont  le  plus  souvent

benthiques4 (Kornprobst, 2005).

II.1. Les polysaccharides

II.1.1. Les polysaccharides pariétaux

La paroi des macroalgues présente deux phases : une phase cristalline ou squelettique

incluse dans une phase amorphe ou matricielle. Contrairement aux végétaux terrestres, la

phase matricielle est plus abondante que la phase squelettique avec la prédominance de

polysaccharides  polyanioniques  par  rapport  aux  polysaccharides  neutres  (Kloareg  et

Quatrano,  1988).  L'espèce  étudiée  dans  ce  travail  de  thèse  étant  une  algue  rouge

(appartenant à la sous-classe des Florideophycideae), la composition de ces deux phases

sera décrite pour les macroalgues rouges. 

II.1.1.1. Les polysaccharides de la phase squelettique

Il s'agit de polysaccharides linéaires neutres sous forme de cellulose le plus souvent,

mais certaines espèces possèdent également des xylanes et mannanes (Kornprobst, 2005).

Ils ont un rôle structural en rigidifiant la paroi de l'algue (Craigie, 1990).

La  cellulose  est  un  polymère  linéaire  insoluble  dans  l'eau,  constitué  d'unités

β-(1,4)-D-glucose. Les chaînes de β-(1,4)-D-glucose s'associent entre elles par des liaisons

hydrogènes pour former des microfibrilles  (Baldan  et al., 2001; Craigie, 1990; Kornprobst,

2005). Chez les végétaux supérieurs, la cellulose représente le plus souvent 30 % du poids

sec, tandis que chez les macroalgues rouges elle constitue moins de 10 % du poids sec du

thalle (Kloareg et Quatrano, 1988; Usov, 2011). Les xylanes sont des polymères du xylose,

constitués d'unités  β-(1,4)-D-xylose et/ou de β-(1,3)-D-xylose. Ils sont notamment retrouvés

dans l'ordre des Palmariales telle que Palmaria palmata et des Nemaliales (Usov, 2011). Les

mannanes  sont  des  polymères  linéaires  composés  d'unités  β-(1,4)-D-mannose.  Ils  sont

surtout  retrouvés  chez  les  Bangiales  telles  que  Porphyra  umbilicalis  et  Pyropia  tenera

(Craigie,  1990;  Usov,  2011).  En fonction du stade de développement,  certaines espèces

(Bangiales)  sont  dépourvues  de cellulose,  leur  phase  matricielle  est  alors  composée  de

3 Tissu végétal composé de cellules non différenciées, dépourvu d'appareil vasculaire où l'on ne reconnaît ni 
feuilles, ni tiges, ni racines. Il constitue l'appareil végétatif des thallophytes 

4 Ensemble des êtres, fixes ou mobiles, pouvant vivre et se développer sur les substrats durs ou meubles des 
fonds des mers et des nappes d'eau douce 
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β-(1,3)-D-xylanes et de β-(1,4)-D-mannanes (Kloareg et Quatrano, 1988).

II.1.1.2. Les polysaccharides de la phase matricielle

Ce  sont  les  polysaccharides  les  plus  abondants  chez  les  macroalgues  rouges

puisqu'ils représentent de 30 à 70 % du poids sec du thalle.  Il  s'agit  de polysaccharides

sulfatés  composés  de  galactose  et/ou  de  3,6-α-anhydrogalactose  regroupés  sous  les

dénominations de carraghénanes ou d'agars. Chez une même espèce, il y a le plus souvent

prédominance d'un de ces deux polysaccharides, ce qui permet de distinguer deux grandes

catégories de macroalgues rouges : les carraghénophytes et les agarophytes  (Kornprobst,

2005).

Les  polysaccharides  matriciels  interviennent  dans  les  propriétés  mécaniques  des

thalles, celles-ci varient en fonction de la composition de la phase matricielle mais aussi en

fonction  des  proportions  respectives  de  phase  matricielle  et  de  phase  squelettique.  Les

polysaccharides matriciels peuvent être présents en proportions différentes selon la zone du

thalle concernée, mais aussi en fonction des contraintes environnementales auxquelles les

algues sont exposées (zones abritées ou exposées). Ils pourraient également protéger les

algues de la dessiccation lors de leur période d'émersion et contribuer à la régulation de la

pression osmotique (Kloareg et Quatrano, 1988).

• Les carraghénanes

Les  carraghénanes  sont  caractérisés  par  la  répétition  de  deux  oses  formant  un

diholoside,  appelé  carrabiose.  Les  deux  principales  familles  de  carraghénanes  sont  les

lambda (λ) et les kappa (κ) carraghénanes, les iota (ι) carraghénanes appartiennent à la

famille  des  kappa.  Pour  les  λ  carraghénanes,  le  diholoside  est  composé  de  deux

D-galactoses, tandis que pour les κ carraghénanes il est composé d'un D-galactose et d'un

D-3,6-anhydrogalactose.  Les  carraghénanes  sont  tous  fortement  sulfatés  (20  à  38  %)

(Kloareg et Quatrano, 1988), les degrés de sulfatation diffèrent d'un carraghénane à l'autre,

comme illustré dans la Figure 5 (Garon-Lardière, 2004; Kornprobst, 2005).
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• Les agars

Les agars ont une structure de base définie par l'enchaînement de deux oses formant

l'agarobiose.  Ce  diholoside  est  constitué  d'une  unité  L-3,6-anhydrogalactose  liée  à  un

D-galactose.  Cependant  chez  les  algues  rouges  la  structure  réelle  des  agars  est  plus

complexe  avec  la  présence  d'autres  groupements  tels  que  des  esters  sulfates,  des

méthoxyles ou des pyruvates. Les agars sont moins sulfatés que les carraghénanes, leur

teneur en groupements sulfates varie de 1 à 5 % (Garon-Lardière, 2004; Kornprobst, 2005).

Enfin, chez certaines espèces de macroalgues rouges peuvent exister des hydrides

d'agars et  de carraghénanes,  appelés « carragar » ou « DL-hybrides ».  Ils  ont  été décrits

chez différentes espèces appartenant aux Halymeniales et aux Gigartinales (Usov, 2011).

II.1.2. Les polysaccharides de réserve

Les macroalgues rouges peuvent stocker l'énergie sous forme d'amidon floridéen et de

deux galactosylglycérols :  le  floridoside et  l'isofloridoside.  Il  s'agit  de glucides de réserve

comme le glycogène chez les vertébrés supérieurs (Kornprobst, 2005).

L'amidon  floridéen,  parfois  appelé  rhodamylon,  est  un  α-1,4  glucane  proche  de

l'amidon.  Il  est  cependant  plus  ramifié  avec  des  masses  molaires  moyennes  allant  de

100.106  à 200.106 g.mol-1 (Kornprobst,  2005).  C'est  un polymère d'α-D-glucopyranose de

structure similaire à celle de l'amylopectine de l'amidon (Usov et Zelinsky, 2013),  synthétisé

et  stocké  au  niveau  du  cytosol.  Sa  teneur  varie  d'une  espèce  d'algue  à  l'autre,  il  peut

représenter 35 % du poids sec de l'algue. L'amidon floridéen est soluble dans l'eau et peut

être  hydrolysé  par  des  enzymes  dégradant  l'amylose  telles  que  les  amylases  (Usov  et

Zelinsky, 2013).
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Le floridoside et l'isofloridoside sont deux galactosylglycérols qui se différencient par le

site de liaison du glucose sur le glycérol, l'isofloridoside est présent sous deux formes (L-) et

(D-).  En plus de leur rôle de glucide de réserve, ils interviennent en tant que régulateurs

osmotiques, ainsi la teneur en floridoside augmente avec la salinité du milieu et diminue

avec celle-ci (Hellio et al., 2004). Le pourcentage de floridoside varie de 2 à 8 % selon les

espèces et peut atteindre jusqu'à 22,5 % (Kornprobst, 2005).

II.1.3. Propriétés et applications

II.1.3.1. Propriétés rhéologiques

Les principaux polysaccharides présents dans les macroalgues (alginates,  agars et

carraghénanes) sont utilisés pour leurs propriétés rhéologiques et regroupés sous le terme

de  phycocolloïdes.  Les  agars  et  carraghénanes  extraits  des  macroalgues  rouges  sont

connus depuis des siècles, les propriétés gélifiantes de l'agar ont été mises en évidence en

1658 au Japon, et celles des carraghénanes de  Chondrus crispus sont connues depuis le

début du XIXe siècle en Irlande (Kılınç et al., 2013; Kraan, 2012).

• En agroalimentaire

Les  phycocolloïdes  sont  présents  dans  de  nombreux  produits  en  tant  qu'additifs

alimentaires.  Ainsi  les  carraghénanes  sont  regroupés  sous  la  dénomination  E407  et  les

agars sous la dénomination E406. Les agars et carraghénanes sont utilisés dans différents

produits tels que des boissons chocolatées, des glaces, laits concentrés mais aussi dans

des confitures, puddings, gelées et vinaigrettes (Cardozo et al., 2007).

Le développement de films alimentaires «bioactifs» peut  être une nouvelle  voie de

valorisation. Ainsi, de récentes études ont montré qu'il était possible de réaliser des films

alimentaires  à  partir  des  polysaccharides  sulfatés  extraits  des  macroalgues  rouges

Mastocarpus stellatus (carraghénanes) (Blanco-Pascual et al., 2014) et Porphyra columbina

(Cian  et al.,  2014). Ces films ont  de bonnes propriétés mécaniques et  résistent  à l'eau.

De plus, la présence de polysaccharides sulfatés et de pigments naturels leur confère des

propriétés  antioxydantes  qui  peuvent  être  augmentées  par  l'ajout  d'un  extrait  de

R-phycoérythrine  (Chapitre  I,  II.4.3.2.  )  (Cian  et  al.,  2014). Enfin,  certains  de  ces  films

peuvent  être  comestibles  (Cian  et  al.,  2014),  ce  qui  est  un  atout  considérable  dans  la

politique actuelle d'incitation au « zéro déchet zéro gaspillage » (Ministère de l’écologie, du

développement durable et de l’énergie, 2015).
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• En cosmétologie

Ces polysaccharides peuvent aussi être incorporés dans des produits cosmétiques en

tant qu'agent hydratant, émollient, épaississant et stabilisateur d'émulsion. Ils constituent une

source  naturelle,  importante,  durable  et  bon  marché  pour  le  remplacement  de  certains

ingrédients issus actuellement de l'industrie pétrochimique (Wang et al., 2015b). Certains de

ces  polysaccharides  sulfatés  pourraient  être  utilisés  en  tant  qu'anti-âge  grâce  à  leurs

propriétés antioxydantes (Bedoux et al., 2014; Wang et al., 2015b).

• En biotechnologies

L'agar  est  utilisé  en microbiologie  en  tant  que  support  de cultures  bactériennes,  il

provient  essentiellement  du  genre  Gelidium (gélification  à  34-35  °C)  (McHugh,  2003).

Lorsque les agars sont hautement purifiés il s'agit alors d'agarose, celle-ci est utilisée dans

différentes  techniques  séparatives  de  biologie  moléculaire  (électrophorèse  et

chromatographie) (Cardozo et al., 2007; Kraan, 2012).

II.1.3.2. Santé humaine

Les polysaccharides algaux sont considérés comme des fibres alimentaires car ils ne

peuvent  pas  être  digérés  par  l'organisme  humain,  en  effet  celui-ci  ne  possède  pas  les

enzymes digestives adaptées. Les polysaccharides hydrosolubles (agars et carraghénanes)

permettent de réduire la glycémie et sont hypocholestérolémiants, tandis que les insolubles

(cellulose, mannanes et xylanes) diminuent la durée du transit intestinal. Les macroalgues

sont une très bonne source de fibres alimentaires puisqu'elles en contiennent de 33 à 50 %,

avec une grande majorité de fibres hydrosolubles  (Kraan, 2012; Lahaye, 1991; Mabeau et

Fleurence, 1993).

Les agars et  carraghénanes sont  également utilisés par l'industrie pharmaceutique.

Ainsi, les agars sont présents dans différents médicaments tels que des suppositoires, des

laxatifs et des anticoagulants (Cardozo et al., 2007). Les carraghénanes peuvent être utilisés

dans la  prévention et  le  traitement  de certaines pathologies (rhumes,  bronchites et  toux

chroniques)  et  sont  utilisés  depuis  de  nombreuses  années  pour  ces  propriétés  (Kraan,

2012). Par exemple, les iota carraghénanes extraits de Chondrus crispus et contenus dans

un spray nasal,  aident à lutter contre le rhume et les virus qui en sont la cause en formant

notamment une couche mince sur la muqueuse nasale (Ludwig et al., 2013). Ce spray est

commercialisé en France sous le nom de Surbronviral, le principe actif qu'il contient est le

Carragelose®.
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II.1.3.3. Activités biologiques

Depuis plusieurs années des études se sont intéressées aux propriétés biologiques

des  polysaccharides  sulfatés  des  macroalgues.  Ces  molécules  présentent  des  activités

biologiques  nombreuses  et  variées  pouvant  faire  l'objet  d'applications  thérapeutiques.

D'après  les  données  de  la  littérature,  les  polysaccharides  sulfatés  des  macroalgues

possèdent  différentes  activités  biologiques,  telles  que  des  activités  antiproliférantes,

anticoagulantes,  antithrombotiques,  antivirales,  immunostimulantes,  anti-inflammatoires,

antioxydantes et anticholestérolémiantes (Costa et al., 2010; de Jesus Raposo et al., 2015;

Jiao  et al., 2011). En revanche, bien que leurs mécanismes d'action ne soient pas encore

élucidés,  il  semblerait  que  leurs  structures,  leurs  masses  molaires  et  leurs  degrés  de

sulfatation soient impliqués  (Costa  et al., 2010; de Jesus Raposo  et al., 2015; Jiao  et al.,

2011). En effet, une étude réalisée sur des macroalgues rouges et brunes a montré que les

activités antioxydantes et anti-radicalaires augmentaient avec le degré de sulfatation (Rocha

de Souza et al., 2007), il en est de même pour l'activité antiproliférante (Costa et al., 2010) et

l'activité anticoagulante  (Gómez-Ordóñez  et al., 2014). Concernant les carraghénanes, les

différentes  propriétés  biologiques  recensées  récemment  sont  des  activités

anti-inflammatoires,  anticoagulantes,  antithrombotiques,  antivirales,  anti-tumorales  et

antioxydantes (Prajapati et al., 2014).

II.2. Les lipides

II.2.1. Généralités

Les  macroalgues  rouges  contiennent  peu  de  lipides  par  rapport  à  leur  teneur  en

polysaccharides. En effet, une étude a montré pour quatre macroalgues rouges collectées

sur les côtes bretonnes des teneurs en lipides variant de 0,6 % (Chondrus crispus) à 3,4 %

(Porphyra umbilicalis) du poids sec de l'algue  (Fleurence  et al.,  1994), mais des teneurs

supérieures à 4 % ont  déjà été décrites  (Diniz  et  al.,  2011;  Kendel  et al.,  2013b).  Elles

contiennent, certes, moins de lipides que le soja (19 %), mais plus que certains légumes tels

que la carotte (0,1 %) ou le piment (0,7 %) (Norziah et Ching, 2000).

Les acides gras peuvent être saturés (AGS), monoinsaturés (AGMI) ou polyinsaturés

(AGPI). De façon générale, l'AGS majoritaire est l'acide palmitique (16:0) suivi par l'acide

myristique (14:0) et le principal AGMI est l'acide oléique (18:1 ω9)5 (Fleurence et al., 1994;

Schmid et al., 2014). Les macroalgues rouges sont riches en AGPI à 20 carbones du type

5 Acide gras à 18 carbones, 1 double liaison placée en position 9
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acide eicosapentaénoïque (EPA) (20:5  ω3) et acide arachidonique (20:4  ω6) qui peuvent

représenter de 40 à 50 % des acides gras de l'algue (Kornprobst, 2005; Marfaing et Lerat,

2007). Une récente étude a démontré, qu'en fonction de l'algue, l'AGPI majoritaire peut être

l'EPA (Palmaria palmata et Ceramium virgatum) ou l'acide arachidonique (Gracilaria gracilis)

(Schmid  et al., 2014).  Palmaria palmata est particulièrement intéressante par sa teneur la

plus élevée en AGPI,  soit  près de 50 % des acides gras,  contre 40 % pour  les autres

espèces étudiées. Parmi ces AGPI, l'EPA représente à lui seul 44 % des acides gras totaux

soit en moyenne 0,5 % du poids sec de l'algue  (Schmid  et al., 2014). Une telle teneur en

EPA  a  déjà  été  décrite  pour  Palmaria  palmata et  pour  Porphyra  umbilicalis, avec

respectivement 47 et 48 % des acides gras totaux soit 0,3 et 0,7 % du poids sec de l'algue

(Fleurence  et al.,  1994).  A contrario,  l'acide arachidonique est  majoritaire pour  Gracilaria

gracilis, représentant selon la saison 16 à 48 % des acides gras, contre moins de 4 % pour

l'EPA (Francavilla et al., 2013).

Sur un plan quantitatif  et  qualitatif,  les acides gras des macroalgues rouges varient

avec  la  saison  (Schmid  et  al.,  2014) et  les  paramètres  environnementaux,  tels  que  les

nutriments, la salinité, la température et la luminosité (Kumari et al., 2013).

II.2.2. Intérêts en santé humaine

La proportion élevée de ces AGPI ω6 et ω3 font des macroalgues rouges une source

de lipides de haute qualité  (Kumari  et al.,  2013). Le ratio  ω6/ω3 est  un indicateur de la

qualité nutritionnelle des sources de lipides. En effet, son déséquilibre en faveur des acides

gras ω6 serait en partie responsable de processus inflammatoires impliqués dans certaines

maladies  liées  au  style  de  vie  (Mæhre  et  al.,  2014).  À l'heure  actuelle,  dans  les  pays

occidentaux ce ratio est fortement déséquilibré en faveur des ω6 (Mæhre et al., 2014), c'est

pourquoi les macroalgues avec un ratio ω6/ω3 inférieur à 2 sont une bonne source d'acides

gras ω3 (Kumari et al., 2013; Schmid et al., 2014). Par exemple, Palmaria palmata est une

macroalgue rouge très intéressante car son ratio  ω6/ω3 est inférieur à 0,5 (Mæhre  et al.,

2014; Schmid et al., 2014).

De plus, les AGPI ω3 ont, dans leur ensemble, de nombreux effets bénéfiques pour la

santé,  en  agissant  contre  certaines  pathologies  telles  que  l'arthrite,  les  troubles

cardiovasculaires,  la  résistance  à  l'insuline  (diabète),  la  dépression  et  certains  cancers

(Siriwardhana  et al., 2012). Ainsi, une alimentation plus riche en AGPI  ω3 contribuerait à

prévenir  l'apparition  de  certaines  de  ces  pathologies  notamment  les  maladies

cardiovasculaires  et  les  cancers  (Schmid  et  al.,  2014).  De  plus,  la  richesse  en  EPA de
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certaines macroalgues rouges est d'autant plus intéressante que cet AGPI est nécessaire au

bon développement fœtal, notamment du cerveau et de la rétine, et qu'il permet de diminuer

le risque de maladies cardiovasculaires par son activité antioxydante et anti-inflammatoire

(Swanson et al., 2012).

II.3. Les protéines

II.3.1. Généralités

Les macroalgues rouges sont riches en protéines puisqu'elles représentent de 35 %

(Pyropia tenera) à 45 % du poids sec de l'algue (Palmaria palmata), voire même jusqu'à

47 % (Pyropia yezoensis). Ces teneurs sont similaires à celles du soja, végétal connu pour

sa richesse en protéines (35 % poids sec) (Conde et al., 2013; Fleurence, 2004; Mabeau et

Fleurence, 1993). À titre de comparaison, la teneur en protéines de la carotte est de 1,0 % et

celle  du  brocoli  de  4,1  %  (Norziah  et  Ching,  2000).  De  plus,  parmi  les  acides  aminés

constituant les protéines des macroalgues rouges, l'acide aspartique et l'acide glutamique

ont été décrits comme les plus abondants chez différentes espèces (Dawczynski et al., 2007;

Diniz et al., 2011; Mæhre et al., 2014; Wong et Cheung, 2000).

Cependant,  cette  teneur  en  protéines  présente  une  forte  variabilité  saisonnière,

pouvant aller par exemple de 9 à 25 % du poids sec de l'algue pour Palmaria palmata, les

teneurs  les  plus  faibles  étant  observées  en  été  (Fleurence,  1999a).  Cette  variabilité

saisonnière se traduit également au niveau de la composition en acides aminés (Fleurence,

2004;  Galland-Irmouli  et  al.,  1999) ;  elle  pourrait  être  due  à  la  variation  de  différents

paramètres environnementaux (luminosité, température, salinité,  etc.)  (Conde  et al., 2013;

Harnedy et FitzGerald, 2011).

II.3.2. Intérêts nutritionnels

La qualité nutritionnelle des protéines peut être évaluée par le profil en acides aminés

et par la teneur en acides aminés essentiels (AAE), acides aminés que l'homme ne peut pas

synthétiser  et  qui  doivent  donc  être  apportés  par  l'alimentation.  Certaines  macroalgues

rouges ont une composition en acides aminés proche de celle de l'ovalbumine (protéine de

l’œuf servant de référence) et de légumineuses telles que le soja, elles ont donc une haute

valeur  nutritionnelle.  C'est  par  exemple  le  cas  de  Palmaria  palmata (Fleurence,  2004;

Galland-Irmouli  et al.,  1999), pour laquelle différentes études ont montré que cette algue

rouge possède  une  composition  protéique  particulièrement  intéressante  avec  un  ratio
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AAE/AAtotaux (%) d'en moyenne 35 ± 10 % (Fleurence, 2004; Galland-Irmouli  et al., 1999;

Mæhre et al., 2014), or ce ratio est de l'ordre de 47 % pour l’œuf et de 39 % pour le soja

(Galland-Irmouli et al., 1999). Un tel ratio a également été décrit chez d'autres macroalgues

dont la macroalgue rouge Vertebrata lanosa (42 %) (Mæhre et al., 2014). Pyropia tenera a,

elle aussi,  un profil  en AAE proche de celui  des légumineuses  (Fleurence,  1999a) et de

l'ovalbumine (Mabeau et Fleurence, 1993).

Cependant, même si les macroalgues rouges sont une bonne source de protéines pour

l'alimentation humaine (Fleurence, 2004), des interactions entre protéines et polysaccharides

réduisent  considérablement  leur  digestibilité.  En  effet,  l'être  humain  ne  possède  pas

l'équipement enzymatique permettant de dégrader ces polysaccharides  (Galland-Irmouli  et

al., 1999), ceux-ci peuvent donc  être qualifiés de facteurs anti-nutritionnels au même titre

que certains inhibiteurs d'enzymes (Fleurence, 2004; Fleurence et al., 2012). Néanmoins, la

population japonaise semble posséder, dans sa flore intestinale, une bactérie qui synthétise

des enzymes (porphyranases et agarases) capables de dégrader ces polysaccharides. Elle

aurait acquis cette bactérie grâce à sa consommation traditionnelle d'algues telles que le

Nori entrant dans la préparation des sushis (Porphyra spp.) (Hehemann et al., 2010).

II.4. Les pigments

Les  pigments  jouent  un  rôle  indispensable  dans  la  photosynthèse  des  végétaux

terrestres et aquatiques. La photosynthèse a lieu dans les chloroplastes6 au niveau de la

membrane  des  thylakoïdes7.  Elle  est  effectuée  au  sein  de  structures  appelées

photosystèmes (PS),  il  en existe deux types, PS I  et  PS II,  qui  sont composés de deux

parties : une antenne collectrice qui absorbe les photons de la lumière et dont l'énergie est

ensuite  transmise  au  centre  réactionnel,  siège  de  différentes  réactions.  Les pigments

contribuant à la photosynthèse des algues peuvent être divisés en trois grandes catégories :

les chlorophylles, les caroténoïdes et les phycobiliprotéines. Les phycobiliprotéines seront

particulièrement détaillées car en lien direct avec ce travail de thèse.

II.4.1. Les chlorophylles

Ce  sont  des  pigments  liposolubles  à  l'origine  de  la  couleur  verte  des  végétaux.

La chlorophylle  a est essentielle à la photosynthèse, elle est présente dans les antennes

collectrices et dans les centres réactionnels. Elle intervient directement en captant une partie

6 Organite cellulaire spécifique aux végétaux, il est impliqué dans la photosynthèse
7 Système de membranes présent dans les chloroplastes et au niveau duquel sont présents les pigments 

impliqués dans la photosynthèse (directement ou indirectement)
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de l'énergie lumineuse qu'elle transmet aux centres réactionnels, au niveau desquels des

transferts d'électrons et différentes réactions permettent de convertir l'énergie lumineuse en

énergie chimique. Cette énergie servira alors à la synthèse de molécules organiques à partir

de l'eau et du dioxyde de carbone. Il existe d'autres types de chlorophylles, qui ne sont pas

impliquées  directement  dans  la  photosynthèse,  mais  qui  contribuent  à  la  collecte  et  au

transfert des photons (antenne collectrice), parmi celles-ci la chlorophylle d serait retrouvée

chez les Rhodophycées (Kornprobst, 2005; Lobban et Harrison, 1994).

II.4.2. Les caroténoïdes

Les  caroténoïdes  sont  des  pigments  accessoires8 liposolubles  de  couleur

rouge-orangée voire jaune. Il s'agit des pigments les plus répandus dans la nature, aussi

bien chez les algues,  les  plantes que les bactéries photosynthétiques  (Kraan,  2013). Ils

peuvent être divisés en deux catégories : les carotènes et les xanthophylles. Comme les

chlorophylles,  ils  sont  présents dans la  membrane des thylakoïdes  (Lobban et  Harrison,

1994). Les algues rouges contiennent cependant peu de caroténoïdes, il  s'agit  d'α et de

β-carotènes présents en proportions variables selon les espèces. Elles peuvent également

posséder  des  xantophylles  telles  que  la  lutéine,  la  fucoxanthine  et  la  zéaxanthine,  la

taraxanthine leur est cependant spécifique (Kornprobst, 2005). Chez les algues rouges, les

caroténoïdes  sont  présents  au  niveau  des  centres  réactionnels  où  ils  jouent  le  rôle  de

protecteur en empêchant des réactions d'oxydation provoquées par l'exposition à la lumière

(Kraan, 2013; Lobban et Harrison, 1994).

II.4.3. Les phycobiliprotéines

Les  phycobiliprotéines  sont  des  pigments  accessoires  hydrosolubles,  de  nature

protéique, et caractéristiques des Rhodophyta, Cyanophyta et Cryptophyta. Elles permettent

d'élargir le spectre d'absorption de la chlorophylle  a en absorbant à des longueurs d'onde

complémentaires (Kraan, 2013; Lobban et Harrison, 1994).

8 Pigments qui ne sont pas capables de convertir l'énergie lumineuse en énergie chimique
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II.4.3.1. Phycobilisome et phycobiliprotéines

Les phycobiliprotéines sont organisées au sein de structures particulières situées à la

surface  externe  de  la  membrane  des  thylakoïdes  :  les  phycobilisomes.  Au  sein  du

phycobilisome,  différentes  phycobiliprotéines  sont  présentes  et  organisées  de  façon

spécifique : la phycoérythrine, la phycoérythrocyanine, la phycocyanine et l'allophycocyanine

(Figure 6).

Les  phycobiliprotéines  transfèrent  l'énergie  lumineuse  (photons)  jusqu'au  centre

réactionnel où se situe la chlorophylle a. Cet assemblage de phycobiliprotéines, absorbant à

des longueurs d'onde complémentaires, est très efficace puisqu'il  permet de transférer la

quasi-totalité  de l'énergie  lumineuse au centre  réactionnel  du photosystème II  (>  95 %)

(Glazer,  1989).  Chez  les  Rhodophyta le  phycobilisome a  une  structure  globulaire,  il  est

composé de bâtonnets organisés autour d'un domaine central constitué d'allophycocyanine,

la cohésion de l'ensemble et la fixation à la membrane du thylakoïde est assurée par des

polypeptides de liaison (Dumay et al., 2014b).

Les  phycobiliprotéines  constitutives  des  bâtonnets  varient  d'une  espèce  d'algue  à

l'autre,  mais  l'organisation  des  bâtonnets  en  empilement  de  disques  leur  est  commune.

Chaque disque est en fait un trimère constitué de deux sous-unités qui constituent la partie

protéique des phycobiliprotéines, leur taille varie selon l'espèce : la sous-unité α peut faire de
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10  à  20  kDa et  la  sous-unité  β  entre  14  et  22  kDa.  Ces  deux  sous-unités  forment  un

monomère (αβ), trois de ces monomères sont associés entre eux pour former un trimère

(αβ)3 (un disque) et deux trimères sont associés pour donner l'hexamère (αβ)6 (Dumay et al.,

2014b; Munier, 2013) (Figure 7).

À chacune de ces sous-unités sont associés différents chromophores responsables de

la couleur et des propriétés spectrales des phycobiliprotéines. Le  Tableau II présente les

quatre  classes  de  phycobiliprotéines,  les  longueurs  d'onde  d'absorbance  qui  leur  sont

associées montrent bien la complémentarité de ces molécules.

Tableau II : les quatre classes de phycobiliprotéines. D'après Munier, 2013

Nom Abréviation Couleur Absorbance λmax (nm)

Allophycocyanine APC bleu-vert 650-660

Phycocyanine PC bleu 610-625

Phycoérythrocyanine PEC orange 560-600

Phycoérythrine PE rose-violet 490-570

La phycoérythrine (PE) est  la phycobiliprotéine majoritaire des Rhodophyta, elle est

située aux extrémités des bâtonnets des phycobilisomes (Figure 6). Chez les macroalgues

rouges, selon l'espèce considérée, elle est retrouvée sous deux formes : la B-phycoérythrine

(B-PE) qui est spécifique à l'ordre des Bangiales et la R-phycoérythrine (R-PE) qui est plus

largement répandue quel que soit l'ordre (Dumay et al., 2014b).
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phycobiliprotéines (Munier, 2013)
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II.4.3.2. La R-phycoérythrine

• Structure de la R-PE

La R-phycoérythrine (R-PE) possède deux types de chromophores responsables de

ses propriétés spectrales : la Phycoérythrobiline (PEB) et la Phycourobiline (PUB) (Figure 8).

Chaque chromophore est constitué d'une chaîne tétrapyrrolique, celle-ci est associée à la

partie protéique du pigment par une liaison covalente au niveau d'un acide aminé particulier :

la cystéine (Cys) (Dumay et al., 2014b).

Ces deux chromophores diffèrent par leur longueur d'onde d'absorption maximale, qui

est comprise entre 530 et 565 nm pour la PEB et entre 490 et 498 nm pour la PUB (D’Agnolo

et al., 1994; Glazer, 1994). Ainsi, la R-PE présente deux pics maximum d'absorbance, à 540

et  565  nm,  avec  un  épaulement  à  498  nm.  La  R-PE  a  également  des  propriétés  de

fluorescence, son maximum d'émission de fluorescence est de 575 nm lorsqu'elle est excitée

à 498 nm (Dumay et al., 2014b) (Figure 9).
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(phycoérythrobiline) et PUB (phycourobiline) (Munier, 2013) 
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La R-phycoérythrine présente en plus des sous-unités α et β une troisième sous-unité

appelée γ, dont la taille est comprise entre 30 à 40 kDa (Jiang et al., 1999; Senthilkumar et

al., 2013). Cette sous-unité est placée au centre de l'hexamère et contribue à augmenter la

stabilité de la R-PE (Jiang et al., 1999; Wang et al., 1998), la R-PE a donc une structure en

(αβ)6γ.  La  masse moléculaire  de  la  R-PE est  d'environ  240  kDa  (Dumay  et  al.,  2014b;

Galland-Irmouli  et al.,  2000; Senthilkumar  et al., 2013), mais il peut varier en fonction de

l'espèce considérée (D’Agnolo et al., 1994; Wang et al., 2015c).

Ces trois sous-unités sont associées aux chromophores PEB et PUB comme indiqué

dans la Figure 10. La sous-unité α porte deux chromophores PEB, tandis que les sous-unités

β et γ ont à la fois le chromophore PUB et le chromophore PEB.
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Figure  9 : spectre d'absorbance (en rose) et spectre de fluorescence
(vert, excitation à 498 nm) caractéristiques de la R-PE (Munier, 2013)

Figure  10 :  structure  de  la  R-phycoérythrine.  Sous-unités  α,  β  et  γ
associées à la phycoérythrobiline (PEB) et/ou à la phycourobiline (PUB)
(Munier, 2013)
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• Stabilité de la R-PE

La stabilité de ce pigment au pH, à la température et à la lumière a fait  l'objet de

plusieurs études. Les spectres d'absorbance et d'émission permettent notamment d'évaluer

cette stabilité.

La R-PE est stable dans une large gamme de pH, de petites variations sont constatées

selon les  espèces considérées,  comme indiqué dans le  Tableau III.  Un extrait  de  R-PE

conserve sa couleur rose-rouge vif  pour un pH compris entre 5 et 9 et prend une teinte

violette pour des pH extrêmes (Orta-Ramirez et al., 2000). Le pH modifie la conformation de

la R-PE, celle-ci est agrégée en milieu acide, sous forme globulaire ou compactée en milieu

relativement neutre, et dépliée pour des pH basiques (Ogawa et al., 1991). Enfin, la R-PE

peut maintenir ses propriétés spectrales sur une large gamme de pH, mais des modifications

de sa structure (conformation tridimensionnelle) peuvent tout de même être observées. En

effet,  pour  des  pH  extrêmes  (< 3,5  et  >10)  il  y  aurait  dissociation  de  l'hexamère  en

monomères avec une dénaturation partielle des sous-unités (Liu et al., 2009).

Tableau III : stabilité de la R-PE extraite de différentes espèces de macroalgues rouges, gamme de
pH dans laquelle elle est stable

Macroalgues Gamme de pH Références

Porphyra sp. 5 - 9 (Ogawa et al., 1991)

Pyropia yezoensis 5 - 9 (Orta-Ramirez et al., 2000)

Polysiphonia urceolata 3,5 - 10 (Liu et al., 2009)

Palmaria palmata 3,5 - 9,5 (Galland-Irmouli et al., 2000)

Grateloupia turuturu 3 - 10 (Munier et al., 2014)

La R-PE est stable jusqu'à 40 °C voire 60 °C (Galland-Irmouli  et al., 2000; Munier et

al., 2014), mais cette stabilité vis-à-vis de la température dépend aussi du pH. En effet, elle

serait  moins  sensible  à  l'augmentation  de  la  température  pour  des  pH  proches  de  la

neutralité (entre 5 et 8) (Orta-Ramirez et al., 2000).

Enfin, l'exposition à la lumière est un autre paramètre qui affecte sa stabilité, en effet à

pH 7,1 après 48 heures d'exposition, la concentration en R-PE diminue de 70 % (Munier et

al., 2014).
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• Variabilité saisonnière et géographique

Des études ont montré que la synthèse de la R-PE chez les macroalgues rouges est

sujette à des variations géographiques  (Munier  et al., 2013), mais aussi saisonnières. En

effet, la R-PE est présente en quantité moins importante lorsque l'ensoleillement est intense

(été) et inversement (Denis et al., 2010; Francavilla et al., 2013). Il a également été montré

sur Gracilaria lemaneiformis que, plus l'algue est située en profondeur (de 0,5 à 3,5 mètres)

plus elle synthétise de pigments photosynthétiques (phycoérythrine et chlorophylle a) pour

compenser la faible luminosité (Xu et Gao, 2008)

• Extraction de la R-PE

Les  méthodes  d'extraction  de  la  R-PE  doivent  prendre  en  compte  les  critères  de

stabilité précédemment évoqués. Dans la littérature, l'extraction de la R-PE est effectuée le

plus souvent au tampon phosphate (pH 7 à 7,2 ; 20 à 50 mM), mais il existe des variations

dans les prétraitements des algues. En effet, l'extraction de la R-PE peut s'effectuer à partir

d'algues fraîches  (Baghel  et al., 2015; Kravchenko  et al., 2013; Senthilkumar  et al., 2013;

Sun et al., 2009), d'algues soumises à un processus de congélation/décongélation (Liu et al.,

2009;  Senthilkumar  et al.,  2013), d'algues sèches  (Orta-Ramirez  et al.,  2000) ou encore

d'algues lyophilisées et cryobroyées (Denis et al., 2010; Galland-Irmouli et al., 2000; Munier

et  al.,  2014,  2015).  Selon  l'espèce  d'algue  et  la  technique  d'extraction,  la  R-PE  peut

représenter jusqu'à 12,2 % des protéines totales de l'extrait  (Galland-Irmouli  et al., 2000),

0,44 % de l'extrait sec (Munier et al., 2014), 0,04 à 0,15 % de l'algue fraîche (Senthilkumar et

al., 2013) et de 0,30 % de l'algue sèche (Denis et al., 2010).

L'extraction au tampon phosphate, sur algues lyophilisées et cryobroyées, est la plus

fréquemment  citée  dans  la  littérature,  mais  ces  prétraitements  sont  coûteux  pour  une

transposition  à  l'échelle  industrielle.  Parmi  les  techniques  d'extraction  alternatives,

l'hydrolyse enzymatique a déjà montré son intérêt  (Dumay et al., 2014b; Fleurence, 2003).

Ce procédé sera développé dans la partie dédiée à cette technique (Chapitre I, IV.2. ).
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II.4.4. Propriétés et applications des phycobiliprotéines

II.4.4.1. Colorants

Dans différentes industries (agroalimentaire, pharmaceutique, cosmétique, textile,...) la

demande  de  colorants  d'origine  naturelle  ne  cesse  de  croître,  avec  notamment  35  %

d'augmentation  entre  2005  et  2009  (Kraan,  2013).  Parmi  les  phycobiliprotéines,  la

C-phycocyanine  est  principalement  utilisée  dans  l'industrie  agroalimentaire  tandis  que  la

R-PE est également retrouvée dans l'industrie cosmétique. Cependant leur utilisation reste

limitée en raison de leur faible valeur tinctoriale et de la persistance limitée des colorations

(Sekar et Chandramohan, 2008).

En tant que colorant alimentaire, elles sont retrouvées dans différentes denrées telles

que  des  produits  laitiers,  glaces,  gelées,  boissons  et  chewing-gums  (Sekar  et

Chandramohan, 2008). La phycoérythrine peut être incorporée pour donner une teinte rose-

rouge, mais aussi pour apporter un effet visuel particulier grâce à sa fluorescence dans le

jaune.  Cette  propriété  peut  être  recherchée  pour  certains  produits  (bonbons,  sodas,...),

cependant le pigment n'est pas très stable dans les boissons alcoolisées. La phycocyanine

est quant à elle incorporée dans des sodas et boissons alcoolisées, elle est très stable dans

les produits secs (Dufossé et al., 2005). À titre d'exemple, la société japonaise DIC LIFETEC

CO. commercialise un colorant bleu, le Linablue®, extrait de la spiruline et contenant de la

phycocyanine. Récemment, des études ont montré que la R-PE extraite de macroalgues

rouges du genre  Gracilaria  peut  être utilisée en temps que colorant  dans des puddings

(Sudhakar et al., 2015) et des boissons gazeuses sucrées (Sudhakar et al., 2014).

Ces  propriétés  colorantes  sont  également  intéressantes  en  cosmétologie,  la

phycoérythrine peut être incorporée en tant que colorant rose-pourpre pour la formulation de

maquillages (rouges à lèvres et eyeliners) et autres produits cosmétiques  (Samarakoon et

Jeon, 2012). Ce colorant naturel représenterait une alternative intéressante aux pigments

synthétiques (Bedoux et al., 2014).

II.4.4.2. Biotechnologies : marqueurs fluorescents

Dès le début des années 1980, les phycobiliprotéines sont considérées comme une

nouvelle classe de marqueurs fluorescents  (Glazer, 1994). Certaines d'entre elles (APC et

PE) ont une intensité de fluorescence bien supérieure (respectivement 7 à 14,5 fois plus) à

celle  de marqueurs fluorescents synthétiques courants (cyanine et  fluorescéine)  (Glazer,

1994). De plus, la phycoérythrine émet dans l'orange, zone spectrale où le bruit de fond est
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faible, ce qui constitue un avantage certain  (Dumay  et al.,  2014b; Fleurence, 2003). Les

phycobiliprotéines sont donc utilisées pour le marquage et le tri cellulaire, en cytométrie en

flux, en histochimie, en immunofluorescence (couplées à des anticorps) et en microscopie de

fluorescence. Ainsi, les phycobiliprotéines et la phycoérythrine en particulier, ont contribué à

plusieurs innovations dans ces domaines de pointe, il est par exemple possible d'effectuer

trois  à  quatre  marquages  de  couleurs  différentes  sur  un  même  échantillon  (Sekar  et

Chandramohan, 2008). Le développement de ces pigments est fortement encouragé par de

potentielles  applications  dans  les  diagnostics  de  cancers  et  le  suivi  du  VIH.  Enfin,  la

phycoérythrine est un élément important en protéomique et génomique, dans la technologie

dite des puces à ADN (DNA microarrays). En 2008, plus de 200 brevets ont été recensés

pour des applications biotechnologiques des phycobiliprotéines  (Sekar et Chandramohan,

2008). À titre d'exemple, parmi les produits et distributeurs présents sur ce marché peuvent

être  cités :  PhycoLink®  (PROzyme®),  Flogen®  (Febico)  et  Molecular  Probes® (Life

Technologies).  Deux  sociétés  françaises  produisent  également  des  phycobiliprotéines  :

GREENSEA® (Figure 11) et Phyco-Biotech®. À titre indicatif, cette dernière produit un extrait

de  R-phycoérythrine  (lyophilisée,  Indice  de pureté  >  5)  à  partir  de  la  macroalgue rouge

Pyropia tenera, vendu 55 euros le mg. (Greensea, 2015)

II.4.4.3. Activités biologiques

Les phycobiliprotéines possèdent  également  des activités biologiques d'intérêt  pour

des  applications  thérapeutiques  :  activités  antioxydantes,  anti-inflammatoires,  antivirales,

antitumorales, neuroprotectrices et hépatoprotectrices. En 2008, 17 brevets ont été recensés

pour  ces  applications  (Sekar  et  Chandramohan,  2008).  L'activité  antioxydante  est

particulièrement bien décrite.  En effet,  des études réalisées  in vitro et in vivo ont mis en

avant les activités antioxydantes et anti-radicalaires des phycobiliprotéines, qui peuvent alors

jouer un rôle dans la lutte contre les maladies liées au stress oxydant et au vieillissement
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Figure  11 :  exemples  d'extraits  produits  par  la  société  GREENSEA®.  De  gauche à droite :
allophycocyanine, R-phycocyanine et R-phycoérythrine. a. exposition à la lumière naturelle et b.
émission de fluorescence (Greensea, 2015)
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(diabète, cancers, arthrite, maladies cardiovasculaires...). Dans ce domaine, la recherche de

molécules  naturelles  est  en  plein  essor  car  elles  n'ont  pas  ou  peu  d'effets  indésirables

(Sonani et al., 2015). Ainsi, une récente étude a montré que les phycobiliprotéines extraites

d'une cyanobactérie  avaient  des  d'activités  antioxydantes :  la  phycoérythrine  piégeait  les

espèces réactives de l'oxygène (ROS)9,  tandis que la phycocyanine et l'allophycocyanine

empêchaient aussi la formation de ces ROS. La phycoérythrine s'est également montrée

efficace dans la  lutte  contre  le  vieillissement,  d'après  des tests  in  vivo effectués sur  un

nématode  (Sonani  et  al.,  2014).  Cependant,  à  ce  jour,  le  ou  les  modes  d'action  des

phycobiliprotéines  pour  cette  activité  anti-âge  reste(nt)  encore  à  élucider  (Sonani  et  al.,

2015).

II.5. Les minéraux et vitamines

II.5.1. Minéraux

Les  macroalgues  sont  dix  à  cent  fois  plus  riches  en  minéraux  que  les  végétaux

supérieurs  (Kraan,  2013).  Or,  les minéraux interviennent  dans de nombreuses fonctions,

allant de la minéralisation osseuse, à la régulation de la pression artérielle en passant par la

lutte contre le stress oxydant  (Mæhre  et al.,  2014). La plupart  des macroalgues ont des

teneurs élevées en calcium, magnésium, phosphore, potassium, sodium et fer. Par exemple,

les trois minéraux les plus retrouvés chez l'algue rouge Palmaria palmata sont le potassium

(7 à 9 % du poids sec), le sodium (1,7 à 2,5 %) et le calcium (0,6 à 1,2 %)  (Mabeau et

Fleurence,  1993).  De  plus,  par  rapport  aux  végétaux  supérieurs,  les  macroalgues

contiennent de l'iode (Mabeau et Fleurence, 1993), celui-ci est nécessaire à la synthèse des

hormones thyroïdiennes,  mais un apport  trop important  peut  être mauvais  pour  la  santé

(Kraan, 2013). Les macroalgues rouges contiennent de l'iode mais en faible quantité par

rapport  aux algues brunes.  Par exemple,  l'algue rouge  Palmaria palmata en contiendrait

moins de 0,1 % (poids sec)  (Mabeau et Fleurence, 1993; Mæhre et al., 2014; Marfaing et

Lerat, 2007).

De nouveau, la composition en minéraux varie selon l'espèce et selon des facteurs

environnementaux  (Kraan, 2013; Mabeau et Fleurence, 1993). Une récente étude a décrit

pour  Palmaria palmata une teneur en minéraux de 42 % du poids sec contre seulement

29 % pour une autre macroalgue rouge  Vertebrata lanosa  (Mæhre  et al.,  2014). D'après

cette étude, chez ces deux macroalgues rouges les principaux minéraux diffèrent également.

9 Espèces réactives de l'oxygène (Reactive Oxygen Species, ROS) sont des espèces radicalaires telles que 
des radicaux peroxydes (ROO•), anion superoxyde (O2

•-) et le radical hydroxyle (HO•)
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Ainsi,  Palmaria palmata  contient  deux fois moins de calcium que  Vertebrata lanosa mais

deux fois plus de phosphore, tandis que leur teneur en magnésium est proche. De plus,

certaines  macroalgues  rouges  dites  calcaires  (Lithothamne),  sont  particulièrement

intéressantes  du  point  de  vue  nutritionnel  en  raison  de  leur  richesse  en  calcium  et  en

magnésium, avec respectivement jusqu'à 34 et 3,3 % du poids sec (Marfaing et Lerat, 2007).

Cependant,  la  biodisponibilité  de  ces  minéraux  est  réduite  par  certains

polysaccharides, agars et carraghénanes notamment, qui ont une affinité particulière pour

les cations tels que le calcium (Lahaye, 1991; Mabeau et Fleurence, 1993). Les algues sont

riches en minéraux mais elles ont aussi la capacité de fixer certains métaux lourds (arsenic,

cadmium, mercure,...),  leur commercialisation doit  donc respecter des teneurs maximales

autorisées (Kraan, 2013).

II.5.2. Vitamines

Les macroalgues sont une bonne source de vitamines hydrosolubles (B1, B2, B12 et

C) et liposolubles (A, pro A, E, D et K), dont les teneurs varient selon les espèces et les

paramètres  environnementaux  (Kraan,  2013).  La  présence  de  la  vitamine  B12  est

particulièrement intéressante puisqu'elle est absente chez les végétaux terrestres  (Kraan,

2013; Marfaing et Lerat, 2007). Elle est présente chez les macroalgues rouges, ainsi que la

provitamine A (ou β carotène) et les vitamines B1 et B2 (Mabeau et Fleurence, 1993).

• 34 •



Chapitre I : Étude bibliographique

III. Description du modèle d'étude : Grateloupia turuturu

III.1. Systématique et description

III.1.1. Systématique

Grateloupia turuturu est une macroalgue rouge marine décrite pour la première fois en

1941 par Yamada (Yamada, 1941), d'où le nom de Grateloupia turuturu Yamada 1941. Cette

algue est communément appelée la Grateloupe (Figure 12).

Grateloupia turuturu Yamada 1941

Phylum Rhodophyta

Sous phylum Eurhodophytina

Classe Florideophyceae

Sous classe Rhodymeniophycidae

Ordre Halymeniales

Famille Halymeniaceae

Genre Grateloupia

Espèce Grateloupia turuturu

Grateloupia  turuturu est  une  macroalgue  originaire  du  Japon.  Son  introduction  en

Europe date des années 1980 dans l'étang de Thau, par le biais de l'ostréiculture et de

l'importation de naissains d'huîtres (Crassostrea gigas)  (Verlaque  et al.,  2005).  Elle  s'est

ensuite rapidement répandue en Bretagne dans les années 1990 (Plouguerné, 2006; Simon

et al.,  2001). Cette espèce,  très polymorphe,  a pendant  plusieurs années été prise pour

Grateloupia doryphora, originaire du Pérou (Simon et al., 2001; Villalard-Bohnsack et Harlin,

2001). Dans les années 2000, grâce au développement des outils de biologie moléculaire, il

a été mis en avant que les populations présentes sur les côtes atlantiques européennes et

américaines appartiennent  à une seule  et  même espèce  (Marston et  Villalard-Bohnsack,

2002) :  Grateloupia turuturu (Gavio et Fredericq, 2002). Enfin, d'après une communication
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Figure  12 :  photographie  d'un  thalle  de
Grateloupia turuturu dans son habitat naturel lors
de  la  collecte  effectuée  au  printemps  2014  à
Batz-sur-Mer
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orale lors du colloque annuel  de la  Société Phycologique de France,  ces deux espèces

pourraient être qualifiées d'espèces cryptiques10 non-indigènes (Viard, 2014).

III.1.2. Description

Grateloupia turuturu est une algue très polymorphe (Araújo et al., 2011; D’Archino et

al., 2007; Stiger-Pouvreau et Thouzeau, 2015) (Figure 13), son thalle foliacé et dentelé peut

être constitué d'une à plusieurs lames, peu épaisses, de texture douce et gélatineuse. Le

thalle,  de couleur  rouge foncé à brunâtre,  se dresse sur un stipe11 court  et  possède un

crampon12 réduit  (Munier, 2013; Plouguerné, 2006).  Cependant, cette morphologie est très

variable, comme observé sur différents sites de collecte de la côte portugaise (Araújo et al.,

2011) (Figure  13).  Certains  thalles  possèdent  une  lame  étroite  à  bords  découpés  avec

quelques proliférations marginales, d'autres possèdent une lame très large, enfin certains

peuvent être découpés en plusieurs lanières plus ou moins étroites (Plouguerné, 2006).

En Europe, les thalles font généralement entre 15 à 60 cm de long, mais un spécimen

de 3 mètres de long a néanmoins été décrit en Bretagne, ce qui fait de Grateloupia turuturu

une des algues rouges les plus grandes au monde  (Simon  et al., 2001). Sur les côtes de

Loire  Atlantique,  en fonction  de  la  saison,  la  longueur  et  la  largueur  des  thalles  varient

respectivement de 21 cm (Août) à 53 cm (Juin) et de 2 cm (Octobre) à 10 cm (Juin) (Denis et

al., 2010). L'aspect et l'épaisseur des thalles varient également selon la zone de collecte.

Ainsi, pour deux zones géographiques proches, Le Croisic et Batz-sur-Mer, l'épaisseur du

10 Espèces non distinguables d'un point de vue morphologique
11 Partie du thalle située entre le crampon et la lame
12 Organe de fixation présent chez certaines macroalgues
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Figure 13 : spécimens de Grateloupia turuturu collectés sur les côtes portugaises, exemples de 
thalles présentant des morphologies différentes (Araújo et al., 2011)
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thalle est respectivement de 0,2 ou 0,1 mm, il est de couleur marron-verdâtre ou marron-

rouge et faiblement ou fortement visqueux. Ces différences peuvent notamment s'expliquer

par  les  conditions  environnementales  (bathymétrie,  hydrodynamisme  et  ensoleillement)

(Munier, 2013; Munier et al., 2013).

III.2. Écologie et reproduction

Grateloupia turuturu se développe dans la zone de balancement des marées, partie du

littoral  où  il  y  a  alternance  d'immersions  et  d'émersions.  Elle  est  située  entre  la  partie

supérieure de la zone intertidale et le niveau moyen des basses mers de vive eau.  Elle se

développe principalement dans les cuvettes où l'eau subsiste à marée basse, que ce soit

dans des zones abritées ou battues par le déferlement des vagues et de la houle. Elle se fixe

alors aux différents substrats présents, qu'il s'agisse de rochers, cailloux ou coquillages fixes

ou mobiles. Elle est capable de supporter de grandes variations de salinité et de température

(Stiger-Pouvreau et Pagny, 2008). La Figure 14 présente des photographies de Grateloupia

turuturu dans son environnement naturel  lors de la collecte effectuée au printemps 2014

dans le cadre de ce travail de thèse.
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Figure 14 : photographies de Grateloupia turuturu dans son habitat naturel lors
de la collecte effectuée au printemps 2014, à Batz-sur-Mer.
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Le  cycle  de  développement  de  Grateloupia  turuturu présente  trois  générations

successives  :  le  gamétophyte,  le  carposporophyte  et  le  tétrasporophyte  (Figure  15).

Le gamétophyte produit les gamètes mâles ou femelles. Après fécondation, le gamétophyte

femelle porte le carposporophyte, génération microscopique et parasite donnant au thalle un

aspect granuleux. Celui-ci produit des carpospores, qui une fois libérés, vont donner des

tétrasporophytes dont le thalle a un aspect peau d'orange. Les tétraspores formés seront

ensuite libérés pour donner à leur tour des gamétophytes mâles et femelles  (Plouguerné,

2006; Stiger-Pouvreau et Pagny, 2008).

(Simon-Colin, 2001)
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Figure 15 : cycle de développement de Grateloupia turuturu (Simon-Colin, 2001)
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III.3. Distribution

Originaire du Japon, Grateloupia turuturu possède, à l'heure actuelle, une distribution à

l'échelle mondiale (Figure 16). Ainsi, en France, elle est présente en Normandie (Lafontaine

et al., 2011), en Bretagne (Gavio et Fredericq, 2002; Hellio  et al., 2004; Plouguerné et al.,

2008,  2006), en Loire-Atlantique  (Denis  et al.,  2010; Kendel  et al.,  2013b; Munier  et al.,

2013) et en Méditerranée (Verlaque et al., 2005). En Europe, elle est retrouvée en Irlande et

Grande  Bretagne  (Hardy  et  Guiry,  2003),  en  Espagne  (Figueroa  et  al.,  2007),  en  Italie

(Cecere et al., 2011) et au Portugal (Araújo et al., 2011; Rodrigues et al., 2015a). En Afrique,

elle est retrouvée en Angola, Côte d'Ivoire, Gambie, Ghana, Liberia, Mauritanie, Namibie et

au Sénégal  (John,  2004). En Asie elle est présente sur les côtés coréennes (Kim  et al.,

2014), chinoises (Wang et al., 2012a; Yang et al., 2010) et bien sûr japonaises d'où elle est

originaire  (Gavio  et  Fredericq,  2002;  Harada  et  al.,  1997;  Yamada,  1941).  Grateloupia

turuturu est aussi présente en Russie (Kozhenkova, 2009), en Nouvelle Zélande (D’Archino

et al., 2007; Nelson, 2013) et en Tasmanie (Saunders et Withall, 2006). Différents travaux ont

également rapporté sa présence en Amérique du Nord, en particulier sur la côte ouest des

États-Unis  (Janiak et Whitlatch, 2012; Mathieson  et al., 2008; Villalard-Bohnsack et Harlin,

2001).
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Grateloupia turuturu a une capacité d'adaptation, de fixation et de reproduction élevée

(Stiger-Pouvreau  et  Pagny,  2008).  Plusieurs  vecteurs  ont  pu  favoriser  son  introduction,

l'aquaculture (importation de naissains d'huîtres par exemple), les eaux de ballastes et le

commerce maritime international sont souvent mentionnés (D’Archino et al., 2007; Saunders

et  Withall,  2006).  De plus,  la marée noire provoquée par le  naufrage du navire pétrolier

Erika, au large des côtes bretonnes en 1999, a facilité son développement en raison de la

disparition de certains de ses prédateurs (oursins par exemple) (Barillé-Boyer et al., 2004).

III.4. Espèce invasive ou proliférante ?

Concernant la situation sur les côtes françaises, et plus particulièrement sur les côtes

bretonnes et ligériennes, il semble que  Grateloupia turuturu ne puisse pas être, à l'heure

actuelle,  qualifiée  d'espèce  invasive,  mais  plutôt  de  potentiellement  invasive  (Stiger-

Pouvreau et Thouzeau, 2015). En effet, elle se répand et prolifère sur nos côtes, mais elle

n'a  pas  d'impact  écologique  sur  les  autres  espèces  natives  (Plouguerné,  2006;  Stiger-

Pouvreau et Pagny, 2008), le même constat ayant été fait pour l'étang de Thau (Verlaque et

al., 2005). Cependant, elle  pourrait devenir invasive et représenter une menace potentielle

pour d'autres espèces (Araújo et al., 2011), via la variation d'un ou de plusieurs paramètres

environnementaux favorables à sa prolifération  (Stiger-Pouvreau et  Thouzeau,  2015). En

2011 en Italie, elle n'était pas encore considérée comme invasive et elle n'avait qu'un impact

mineur sur les espèces natives, mais sa prolifération devait être surveillée  (Cecere  et al.,

2011). Le gouvernement du Pays de Galles a, par exemple, fait réaliser en Juillet 2013 une

étude de « surveillance » de la présence de Grateloupia turuturu dans un port et une marina

voisine. Cette enquête a montré que  Grateloupia turuturu n'est pas encore invasive mais

qu'elle colonise de façon importante les pontons, bouées et autres structures flottantes, ce

qui pourrait  à terme avoir un impact économique sur les activités maritimes  (Jennings et

Wray, 2013).

Dans certaines régions du monde le terme « invasive » est employé, c'est le cas en

Nouvelle Zélande  (D’Archino  et al.,  2007),  Tasmanie  (Saunders et  Withall,  2006),  et  aux

États-Unis dans le Golfe du Maine (Mathieson et al., 2008) et dans la Baie de Narragansett

sur  l'Île-de-Rhodes  (Harlin  et  Villalard-Bohnsack,  2001).  La  prolifération  de  Grateloupia

turuturu pourrait, dans cette région, avoir des conséquences sur la flore et la faune native

(Harlin et Villalard-Bohnsack, 2001; Janiak et Whitlatch, 2012; Mathieson et al., 2008). Ainsi,

différents documents sont mis à disposition du grand public pour qu'il contribue au suivi de

l'invasion, par  Grateloupia turuturu,  du Golfe du Maine et de Long Island (Balcom, 2009;

CRMC, 2015; Van Patten, 2006).
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L'Union Européenne a également pris récemment des dispositions dans la lutte contre

les  espèces  invasives  non-indigènes  appelées  aussi  exotiques.  Ainsi,  le  Règlement

Européen 1143/2014 portant sur les « espèces invasives exotiques » (végétales et animales,

terrestres ou marines), publié au Journal Officiel en Novembre 2014 est entré en vigueur le

1er Janvier 2015. Un groupe de travail a été créé ainsi qu'une base de données dans laquelle

Grateloupia turuturu est recensée  (EASIN, 2015). De plus, depuis 2010, il existe un guide

présentant  les  espèces  invasives  en  Bretagne,  le  caractère  proliférant  de  Grateloupia

turuturu y est mentionné (GIP Bretagne Environnement, 2010).

III.5. Composition biochimique

Le Laboratoire MMS étudie Grateloupia turuturu depuis plusieurs années, le Tableau IV

présente certaines études ayant décrit sa composition biochimique pour différents sites de

collecte  appartenant  à  la  même zone  littorale.  Dans  ce  travail  de  thèse  les  algues  ont

toujours été prélevées à Batz-sur-Mer.

La variabilité géographique de la composition biochimique de cette algue a été étudiée

entre deux sites de prélèvements (Le Croisic et Batz-sur-Mer) situés dans la même zone

littorale, en 2010 (Munier et al., 2013) et en 2013 (Munier, 2013). Les résultats de cette étude

(Tableau IV) montrent, pour ces deux années, des variations de la composition biochimique

entre sites, qui peuvent être expliquées par les paramètres environnementaux (bathymétrie,

hydrodynamisme et intensité lumineuse). Des variations ont également été observées pour

un  même  site,  entre  2010  et  2013,  l'une  des  explications  avancées  est  la  différence

d'ensoleillement entre ces deux années (Munier et al., 2013).

Un  suivi  mensuel  de  la  composition  en  sucres  et  protéines  hydrosolubles  de

Grateloupia  turuturu a  été  effectué  au  sein  du  laboratoire  MMS. D'après  cette  étude,

Grateloupia turuturu est plus riche en protéines hydrosolubles en Décembre et Janvier (9,5

et  9,3  mg.g-1 Alg.S  respectivement)  qu'en  Mars  ou  Avril  (4,2  et  4,4  mg.g-1 Alg.S

respectivement). En revanche, la composition en sucres hydrosolubles n'est pas modifiée au

cours de l'année (García-Bueno et al., 2014). Une autre étude avait précédemment montré

cette variation biochimique saisonnière, en terme de protéines totales (14,06 % Alg.S en

Juillet-Août contre 27,50 % en Janvier-Février), de R-phycoérythrine (0,10 % en Août contre

0,52 % en Janvier), de fibres insolubles (8,99 Alg.S en Janvier-Février contre en 16,54 %

Juillet-Août) et de cendres (16,16 % Alg.S en Janvier-Février contre 19,81 % en Septembre-

Octobre). En revanche, les teneurs en matière sèche, en fibres solubles et en lipides totaux

ne présentaient pas de variation. Néanmoins, le profil en acides gras variait quant à lui en
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fonction de la saison. Ainsi, c'est en Février que la teneur en AGPI de Grateloupia turuturu

était la plus élevée, notamment en EPA (C 20:5 ω3) (Denis et al., 2010). En 2013, l'absence

de variation de la teneur en lipides totaux a été confirmée. En revanche, la teneur en AGPI

représentait 20 % des acides gras en hiver et jusqu'à 31 % des acides gras en été. L'EPA

était aussi l'AGPI majoritaire, toutes saisons confondues, avec une teneur maximale en été

(16 % des AG), suivi par l'acide arachidonique également présent en plus grande proportion

en été (11 % des AG). Le ratio moyen ω6/ω3 déterminé pour Grateloupia turuturu était de

0,7, ce qui montre que cette algue est une source intéressante d'acides gras ω3 (Kendel et

al., 2013b).
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Tableau IV : composition biochimique de Grateloupia turuturu, synthèse de différentes études

(Denis et al., 2010) (Munier et al., 2013) (Munier, 2013) (García-Bueno, 2015)

Site de collecte

Année

Piriac-sur-Mer

2006

Le Croisic

2010

Batz-sur-Mer

2010

Le Croisic

2013

Batz-sur-Mer 

2013

Batz-sur-Mer

2011-2012

Matière sèche 9,5 ± 0,2 * 12,8 ± 0,7 * 6,5 ± 0,1 * 14,5 ± 0,8 * 9,7 ± 1,5 * Nq

Cendres 18,5 ± 0,6 14,4 ± 0,2 15,6 ± 0,3 29,7 ± 1,3 35,3 ± 0,4 24,3 ± 0,8

Protéines totales 22,9 ± 2,0 16,2 ± 0,6 21,8 ± 2 22,0 ± 0,3 27,4 ± 1,3 22,7 ± 2,7

Protéines hydrosolubles Nq 0,7 ± 0,1 1,9 ± 0,1 1,9 ± 0,1 3,6 ± 0,3 Nq

R-PE 0,30 ± 0,03 0,12 ± 0,03 0,44 ± 0,02 0,30 ± 0,01 0,41 ± 0,01 Nq

Sucres hydrosolubles Nq 1,6 ± 0,1 4,2 ± 0,1 5,4 ± 0,7 7,0 ± 0,4 Entre 1,0 et 1,5

Fibres alimentaires totales 60,4 ± 2,3 Nq Nq Nq Nq Nq

Lipides totaux 2,6 ± 0,1 2,8 ± 0,5 5,4 ± 0,2 2,7 ± 0,1 4,4 ± 0,2 2,6 ± 0,2 

Valeurs exprimées en % par rapport à la matière sèche de l'algue, sauf pour * avec des valeurs exprimées en pourcentage de matière fraîche
Nq : non quantifié
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À l'heure  actuelle,  peu  de  travaux  se  sont  attachés  à  la  caractérisation  des

polysaccharides  pariétaux de  Grateloupia  turuturu.  Au  laboratoire  MMS,  une  précédente

étude a démontré  la présence d'agar, de cellulose, et de iota et kappa carraghénanes,  via

l'hydrolyse enzymatique de Grateloupia turuturu par des carraghénases, une agarase et une

cellulase (Denis et al., 2009d). Dès 1977, il a été mis en avant, chez Grateloupia lanceola, la

présence de polysaccharides de structure hybride entre agars et carraghénanes (Baeza et

Matsuhiro, 1977), une telle structure hybride a ensuite été décrite chez  Grateloupia indica

(Sen  et  al.,  2002).  Une  récente  étude  vient  de  confirmer,  par  des  techniques  de

spectroscopie,  la  présence  chez  Grateloupia  turuturu de  polysaccharides  hybrides  agar-

carraghénane (Rodrigues  et  al.,  2015a).  Le  caractère  hybride  des  polysaccharides  de

Grateloupia est également retrouvé pour les carraghénanes, avec des hybrides de kappa-

iota  carraghénanes  décrits  chez Grateloupia  indica  ainsi  que  dans  d'autres  espèces  de

macroalgues rouges  (van de Velde  et al.,  2005;  Wang  et al.,  2012b;  Yang  et al.,  2011).

Cependant, il faut rester prudent dans les comparaisons entre espèces car, au sein même

du genre  Grateloupia, il  peut  y  avoir  des polysaccharides  de structures différentes avec

notamment  des  variations  en  fonction  du  stade  de  développement  et  des  conditions

environnementales (Miller, 2005).

III.6. Composés d'intérêt et potentielles voies de valorisation

Le  Tableau V dresse une liste non exhaustive des études portant sur les différents

composés d'intérêts décrits chez Grateloupia turuturu mais aussi chez d'autres espèces du

genre  Grateloupia. Les voies de valorisation associées à ces composées sont également

indiquées. Cette liste a pour objectif de montrer le large panel d'activités potentielles et les

voies de valorisation possibles, sachant que cette algue n'est pas autorisée à l'heure actuelle

en Europe en alimentation humaine. Ainsi,  Grateloupia turuturu et d'autres espèces de ce

genre,  présentent  un  potentiel  de  valorisation  allant  de  l'activité  anti-biofouling13 à  des

applications pour  la  santé humaine.  Certaines molécules  pourraient  servir  de marqueurs

dans l'identification de Grateloupia turuturu parmi les autres espèces du genre Grateloupia

(Plouguerné  et  al.,  2006;  Yang  et  al.,  2010).  Par  exemple,  les  MAAs14 présentes  chez

Grateloupia  lanceola diffèrent  de  celles  trouvées  chez  Grateloupia  turuturu.  Ainsi,

Grateloupia lanceola possède essentiellement porphyra-334 tandis que Grateloupia turuturu

contient essentiellement de la shinorine (Figueroa et al., 2007).

13 revêtement, peinture, traitement de surface ou dispositif utilisé sur un navire pour contrôler ou empêcher le 
dépôt d'organismes indésirables (bactéries, champignons, microalgues), ou anti-biosalissures

14 Mycosporine like amino acids, petites molécules (Mw < 400 g.mol-1) présentes chez divers organismes, elles 
ont un rôle de protection contre les UV et un rôle d'antioxydant
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Tableau V : exemples de composés isolés ou de propriétés biologiques attribuées à Grateloupia turuturu ou au genre Grateloupia

Noms d'espèce Composé(s) bioactif(s) isolés Propriété(s) Référence(s)

Anti-biofouling
Grateloupia turuturu

Cholest-5-en-3-ol formate (ou cholesteryl formate) activité antibactérienne
démontrée

Anti-biofouling
(Plouguerné et al., 2008)
(Plouguerné et al., 2006))

(Plouguerné, 2006)

Grateloupia turuturu Floridoside et acide iséthionique Anti-biofouling (bernacles) (Hellio et al., 2004)

Aquaculture

Grateloupia turuturu Facteurs nutritionnels
Alimentation pour ormeaux (seule ou avec

Palmaria palmata)
(Mulvaney et al., 2013)

Grateloupia turuturu
Non identifiés mais présence de floridoside, d'acide iséthionique et de N-

méthyl-L-méthionine sulfoxide
Antibactérienne in vivo et in vitro (Vibrio

harveyi)
(García-Bueno et al., 2014)

Agroalimentaire
&

cosmétique

Grateloupia turuturu R-phycoérythrine (R-PE)
Colorant

Marqueur fluorescent

(Denis et al., 2010) (Denis et al.,
2009c) (Munier et al., 2014)

(Munier et al., 2015)

Grateloupia doryphora MAAs (3-4 mg.g-1 sec): shinorine, palythine, mycosporine-glycine Anti-UV (Huovinen et al., 2004)

Grateloupia lanceola MAAs : Porphyra-334 (1-3 mg.g-1 sec), Mycosporine-glycine et Palythine Anti-UV (Huovinen et al., 2006)

Grateloupia lanceola
Grateloupia turuturu

MAAs spécifiques à l'espèce Anti-UV (Figueroa et al., 2007)

Santé

Grateloupia turuturu Certains glycolipides (monogalactosyl diglycérols) Antiproliférative (Kendel, 2012)

Grateloupia elliptica Bromophénols (2,4,6-tribromophénol et 2,4-dibromophénol) Antidiabétique (inhibition de l'α glucosidase) (Kim et al., 2008)

Grateloupia lithophila Non identifiés
Antibactérienne (souches résistantes aux

traitements)
(Manikandan et al., 2011)

Grateloupia lanceolata Non identifiés
Activité antioxydante et anti-adipogénèse
(diminution des risques liés à l'obésité)

(Lee et al., 2011)

Grateloupia indica Polysaccharide sulfaté Antivirale (anti-herpétique) (Chattopadhyay et al., 2007)

Grateloupia indica Polysaccharide sulfaté hybride agar-carraghénane Anticoagulante
(Sen et al., 2002) (Sen et al.,

1994)

Grateloupia livida
Non identifiés précisément (acides gras, stérols, esters d'acides

organiques)
Anti-oxydante, anti-bactérienne large spectre

et anti-parasitaire (schistosome)
(Jiang et al., 2013)

Grateloupia doryphora
Acide iséthionique

N-méthyl-L-méthionine sulfoxide
Non identifiée (Simon-Colin et al., 2002)

Grateloupia turuturu
7 sesquiterpénoïdes

cholestérol (cholest- 5-en-3-ol)
Non identifiée (Yang et al., 2010)

Grateloupia turuturu Plusieurs acides gras insaturés originaux chez les algues Non identifiée (Kendel et al., 2013a)
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IV. Les procédés d'extraction et les algues

IV.1. Des procédés conventionnels au développement de procédés innovants

Les  procédés  d'extraction  nécessitent,  dans  la  plupart  des  cas,  des  étapes

préliminaires à l'extraction proprement dite,  ces prétraitements de la  biomasse favorisant

l'extraction  des  composés  recherchés.  Il  peut  s'agir  d'étapes  de  rinçage(s),  de  tri,

d'élimination  du  sable,  du  sel  et  autres  particules  (coquillages,  épiphytes15,...).  Le  plus

souvent,  une  étape de séchage est  ensuite  réalisée,  soit  à  basse  température  (environ

35 °C)  soit  par  lyophilisation,  ce  qui  est  préférable  pour  la  préservation  des  composés

sensibles. Ensuite, les algues sont souvent broyées pour augmenter la surface de contact

entre les particules et le solvant et maximiser ainsi la diffusion des molécules dans ce solvant

(Kadam et al., 2013; Michalak et Chojnacka, 2014). 

Les prétraitements peuvent parfois être plus poussés afin de maximiser le rendement

d'extraction du procédé appliqué par la suite. Ainsi, des méthodes enzymatiques, chimiques

ou  encore  mécaniques  et  physiques  peuvent  être  utilisées  pour  induire  la  destruction

cellulaire de la biomasse. Les molécules d'intérêt seront alors plus facilement accessibles

lors  de l'extraction.  Parfois,  ces  prétraitements sont  indispensables  pour  la  faisabilité  du

procédé d'extraction, par exemple un broyage mécanique pour permettre la circulation d'un

produit dans un système d'extraction (Michalak et Chojnacka, 2014).

IV.1.1. Les algues et les nouvelles techniques d'extraction

Les composés bioactifs d'origine algale sont extraits principalement par des techniques

conventionnelles,  utilisant  soit  des  solvants  (extraction  solide-liquide)  soit  une  hydrolyse

acide,  neutre,  ou basique,  ou encore  une hydrolyse par  traitement  hydrothermique (eau

chaude). Traditionnellement, les techniques employées sont des extractions solide-liquide,

liquide-liquide, par macération ou utilisant un extracteur tel que le Soxhlet. Ces méthodes

d'extraction font souvent appel à des solvants organiques, or la tendance actuelle est à la

réduction  de  l'utilisation  de  ces  solvants.  Elles  sont  également  peu  sélectives  et  peu

reproductibles  avec  des  rendements  d'extraction  souvent  faibles  (Kadam  et  al.,  2013;

Michalak et Chojnacka, 2014). De nos jours, l'extraction au Soxhlet par solvant reste une des

techniques les plus simples et déjà appliquée à l'échelle industrielle, mais les extractions

sont longues et nécessitent de grandes quantités de solvant (Michalak et Chojnacka, 2014;

15 Organisme animal ou végétal fixé, vivant sur une algue ou sur une plante 
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Wang et Weller, 2006).

Depuis  quelques  années,  la  demande  de  nouveaux  produits  issus  des  algues

augmente,  ce  qui  nécessite  d'améliorer  et  de  développer  des  technologies  d'extraction

innovantes.  En  effet,  les  macroalgues,  en  raison  de  la  présence  importante  de

polysaccharides  qui  compliquent  l'extraction  de  leurs  métabolites,  représentent  une

biomasse  d'intérêt  suscitant  le  développement  de  nouvelles  techniques  d'extraction.  Les

attentes relatives à ces techniques innovantes sont nombreuses et concernent (Michalak et

Chojnacka, 2014) :

• la rentabilité du procédé

• la rapidité d'extraction

• la minimisation de l'impact environnemental et énergétique

• l'augmentation des rendements d'extraction des composés ciblés

• la préservation des co-produits d'extraction

• l'optimisation  du  procédé  dans  sa  globalité  (capacité  de  charge,

température, étapes de séparation,...)

• la faisabilité du changement d'échelle (« scale-up »)

Parmi ces techniques innovantes, certaines sont déjà développées depuis plusieurs

années et  représentent  une alternative intéressante aux méthodes conventionnelles pour

l'extraction  de  molécules  algales  :  l'extraction  assistée  par  enzyme  (EAE16),  l'extraction

assistée par micro-ondes (MAE17), l'extraction assistée par ultrasons (UAE18), l'extraction aux

fluides supercritiques (SFE19) et l'extraction liquide sous pression (PLE20).  Ces techniques

ont  déjà  montré  leur  intérêt  pour  l'extraction  de  différents  composés  de  micro  et  de

macroalgues tels que des acides gras, pigments, polysaccharides, vitamines, antioxydants et

composés phénoliques (Castro-Puyana et al., 2013; Meireles, 2013; Michalak et Chojnacka,

2014; Morais, 2013). Le Tableau VI présente ces cinq techniques avec leur principe général,

leurs avantages et leurs inconvénients par rapport aux techniques conventionnelles. Deux de

ces procédés d'extraction seront évoqués plus en détail  par la suite, l'étude de ces deux

procédés étant au cœur de ce travail de thèse. 

16 Enzyme-assisted extraction
17 Microwave-assisted extraction
18 Ultrasound-assisted extraction
19 Supercritical fluid extraction
20 Pressurized liquid extraction
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Tableau VI : les algues et les techniques d'extraction innovantes. Principes généraux, avantage(s) et
inconvénient(s) par rapport aux techniques d'extraction conventionnelles. D'après Kadam et al., 2013;
Michalak et Chojnacka, 2014. Les notions de coût et de rentabilité dépendent de l'équipement utilisé
et de la valeur ajoutée des composés extraits.

Principes généraux Avantage(s) Inconvénient(s)

•EAE

Extraction 
assistée par 
hydrolyse 
enzymatique

- Enzymes dégradant la paroi des algues 
(polysaccharidases et/ou protéases)
- pH et températures optimum

- Rendements élevés
- Action ciblée des enzymes : 
sélectivité
- Enzymes industrielles
- Enzymes de grade alimentaire 
utilisables
- Préservation des composés 
d'intérêt

- ↓ la consommation de solvants

- Coûts relativement modérés
- Transposable à plus grande 
échelle
- Libération des composés hydro 
et liposolubles

- Pas d'enzymes 
commerciales spécifiques 
à la paroi des algues
- Coût des enzymes, 
selon le type d'enzymes

•MAE

Extraction 
assistée par 
micro-ondes

- Ondes électromagnétiques (de 300 MHz 
à 300 GHz)
- Vibration des molécules d'eau

-↑ température intracellulaire, ↑ pression 
et destruction cellulaire
- Rupture des liaisons hydrogènes

-↑ porosité des parois de l'algue

-↑ les transferts de matière

- Simple et rapide

-↓ la consommation de solvants

-↑ rendements d'extraction

- Rentabilité > SFE

- Non applicable aux 
composés 
thermo-sensibles
- Ajout d'une étape de 
séparation pour éliminer 
les particules solides
- Consommation 
énergétique

•UAE

Extraction 
assistée par 
Ultrasons

- Ondes ultrasonores (> 20 kHz)
- Implosion de bulles de cavitation
- Forces de cisaillement
- Destruction cellulaire
- Rupture des parois de l'algue

- Homogénéisation du milieu, ↑ les 
transferts de matière

- Simple
- accélère les cinétiques 
d'extraction

-↓ coûts

- Rentable

-↑ rendements d'extraction

-↓ la consommation de solvants

- Adaptée aux composés 
thermosensibles (dommages 
modérés)
- Coût des équipements 
relativement faible 
- Appliquée à échelle industrielle
- Couplage possible avec d'autres 
techniques

- Sondes et bains à 
ultrasons : propagation 
non-homogène et 
dissipation des ondes
- Consommation 
énergétique

•SFE

Extraction aux 
Fluides 
Supercritiques

- Fluide supercritique (CO2 le plus souvent)
- Température et pression critiques
- Fluide à faible viscosité et diffusion 
élevée

-↑ les transferts de matière

- ↓ la consommation de solvants

- Rapidité

-↑ rendements d'extraction

- Sélectivité du CO2

- Appliquée à échelle industrielle

- Coûts d'investissement 
élevés
- Utilisation limitée à 
l'extraction de certains 
composés (faible polarité 
du CO2)

•PLE

Extraction 
liquide sous 
pression

- Températures (50 – 200 °C) et pressions 
élevées (3,5 – 20 MPa)
- Température des solvants > à leur point 
d'ébullition

-↑ température => ↑ solubilité et↓ de la 
viscosité des solvants

-↑ les transferts de matière

-↓ la consommation de solvants

- Large gamme de solvants 
possible (> SFE)
- Rapidité
- Possibilité de remplacer les 
solvants organiques par de l'eau 
(eau subcritique)

- Non applicable aux 
composés sensibles aux 
hautes températures et 
pressions
- Sélectivité < SFE
- À développer pour 
l'échelle industrielle
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Le choix de la méthode la plus appropriée devra se faire en fonction de la macroalgue,

des composés ciblés et du domaine d'utilisation de l'extrait. Par exemple, pour l'extraction de

polysaccharides de macroalgues brunes, l'UAE, la MAE et l'EAE peuvent être appliquées

(Hahn  et  al.,  2012). Cependant,  le  transfert  à  l'échelle  industrielle  de  ces  technologies

innovantes est encore restreint, et des développements sont nécessaires pour permettre leur

utilisation  dans  différents  secteurs.  De  plus,  ces  procédés  sont  plus  complexes,  ils

nécessitent donc un investissement plus élevé que les méthodes conventionnelles (Michalak

et Chojnacka, 2014; Wang et Weller, 2006).

Ces  différentes  technologies  peuvent  parfois  être  combinées  entre  elles  ou  à  des

technologies  conventionnelles,  de  manière  séquentielle  ou  simultanée.  Les  ultrasons,

notamment, constituent une technologie qui peut être aisément associée à d'autres procédés

(Shirsath et al., 2012). Ainsi, l'extraction assistée par micro-ondes est parfois combinée aux

ultrasons, ce qui permet de réduire les coûts et les durées d'extraction tout en augmentant

les rendements (Kadam et al., 2013; Michalak et Chojnacka, 2014). L'utilisation simultanée

MAE-UAE a ainsi montré son potentiel pour l'extraction d'huile de microalgues (Cravotto et

al.,  2008),  de  même,  un  prétraitement  aux  ultrasons  permet  d'augmenter  l'efficacité  de

l'extraction  par  micro-ondes (MAE) de la  pectine  du raisin  (Bagherian  et  al.,  2011). Les

ultrasons peuvent aussi être associés à l'extraction aux fluides supercritiques (UAE-SFE)

(Kadam  et  al.,  2013), comme  cela  a  été  décrit  pour  l'extraction  d'isoflavones21 de

macroalgues (ultrasons en prétraitement)  (Klejdus  et al.,  2010).  Parfois,  plusieurs de ces

procédés  peuvent  se  trouver  associés  pour  la  valorisation  de certaines  biomasses,

notamment les biomasses lignocellulosiques. Ainsi, une récente étude portant sur la bagasse

de la  canne à sucre,  a montré que l'extraction  de sucres fermentescibles par  hydrolyse

enzymatique (EAE) est améliorée lorsque le prétraitement de la biomasse combine UAE et

SFE,  plutôt  que  la  SFE seule  (Benazzi  et  al.,  2013).  Cependant,  dans  certains  cas,  la

combinaison de ces procédés peut ne pas présenter d'intérêt.  Ainsi,  une étude  a montré

qu'un  prétraitement  de  la  macroalgue  brune  Sargassum  muticum, par  hydrolyse

enzymatique (polysaccharidases ou protéases), n'améliorait pas l'extraction des composés

phénoliques par rapport à la PLE seule (Sánchez-Camargo et al., 2016). Une autre étude,

sur la balle de riz, vient de montrer que l'extraction des sucres fermentescibles n'était pas

améliorée par le couplage simultané de l'hydrolyse enzymatique et des ultrasons (EAE-UAE)

ou  du  CO2 supercritique  (EAE-SFE)  (Moscon  et  al.,  2014).  De  plus,  les  coûts

supplémentaires engendrés par un deuxième procédé peuvent ne pas être compensés par

l'augmentation du rendement d'extraction du composé ciblé. Par exemple, pour l'extraction

21 Molécules présentes chez toutes les plantes, elles constituent une sous-famille des flavonoïdes qui est très étudiée pour 
leurs propriétés pseudo-œstogéniques (phytohormones)
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de la lutéine de microalgues, il est économiquement préférable de ne pas ajouter une étape

d'hydrolyse enzymatique à la sonication (Deenu et al., 2013).

IV.1.2. Procédés et bioraffinerie de macroalgues

Le développement  de différentes  techniques d'extraction  a permis depuis  plusieurs

années  l'essor  du  concept  de  bioraffinerie  appliqué  à  différentes  biomasses  végétales.

Différentes définitions de ce concept existent, parmi lesquelles : «  bio-industries intégrées,

mettant  en œuvre différentes  technologies  pour  fabriquer  des  produits  chimiques,  des

biocarburants, des produits alimentaires pour l'homme et les animaux, des biomatériaux (y

compris des fibres) et de l'énergie à partir de matières premières de la biomasse ». Le terme

de bioraffinage est également associé à ce concept, et peut être défini comme « la séquence

d'étapes permettant d'obtenir des molécules ou des matériaux à partir d'une biomasse brute.

Il comporte des opérations de prétraitement et de fragmentation de la biomasse, puis celles

de  conversions  et  transformations  successives,  par  des  procédés  biotechnologiques  ou

chimiques » (De Cherisey, 2010).

Les algues,  notamment  les  macroalgues,  se  prêtent  bien à  une approche de type

bioraffinerie (teneur élevée en matière carbonée et autres molécules d'intérêt), mais elles

restent jusqu'à présent sous exploitées (Jung et al., 2013). L'industrie des phycocolloïdes a,

certes, favorisé le développement de la culture des macroalgues rouges (Chapitre I, I.1.1.)

mais  seuls  les  polysaccharides  sulfatés  sont  extraits.  En  effet,  à  l'heure  actuelle,  cette

industrie  ne  valorise  pas  les  nombreuses  autres  molécules  d'intérêt,  qui  représentent

pourtant une source non négligeable de bénéfices supplémentaires  (Baghel  et al.,  2014).

Ces dernières années des études se sont donc intéressées à ce sujet. Ainsi, en 2013, il a été

fait  mention  de  la  production  conjointe  de  bioéthanol  et  d'agar  à  partir  de  Gracilaria

verrucosa (Kumar  et al., 2013). Puis, en 2014, une étude a montré qu'il était possible de

valoriser les résidus obtenus après extraction des kappa carraghénanes, pour la production

de bioéthanol  (Tan et Lee, 2014). De plus, une étude a récemment démontré la faisabilité

d'une approche de bioraffinerie pour les macroalgues rouges, en l'appliquant à trois espèces

d'agarophytes (Gelidiella acerosa, Gelidium pusillum et Gracilaria dura) (Baghel et al., 2015).

Grâce à une succession de techniques d'extraction douces, la production de bioéthanol a pu

être associée à l'extraction de différentes molécules à haute valeur ajoutée (R-PE, R-PC,

lipides,  minéraux,  agar  et  cellulose),  valorisables  dans  des  secteurs  allant  du  domaine

pharmaceutique à l'agroalimentaire en passant par les biotechnologies (Baghel et al., 2015).

La Figure 17 illustre le potentiel des macroalgues rouges par cette approche de bioraffinerie.

Sur  un  plan  économique,  un  procédé  intégré  tel  que  celui  proposé  par  Baghel  et  al.
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permettrait  de  compenser  le  coût  de  production  du  bioéthanol  par  la  co-extraction  de

molécules à haute valeur ajoutée (Baghel et al., 2014, 2015).

IV.2. Extraction assistée par hydrolyse enzymatique

IV.2.1. Généralités sur les enzymes

IV.2.1.1. Définition

Les  enzymes  sont  des  protéines  globulaires  hautement  spécifiques,  aussi  bien  du

substrat que du type de réaction qu'elles catalysent. Le site actif correspond à la région de

l'enzyme sur laquelle se fixe le ou les substrat(s) pour former le complexe enzyme-substrat

ES  (Mouranche et  Costes,  1985;  Sine,  2010).  La  reconnaissance enzyme-substrat  et  la

réaction enzymatique peuvent être schématisées de façon simplifiée comme illustré dans la

Figure 18.
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La notion d'activité enzymatique nécessite une unité permettant de la quantifier. Ainsi,

l'activité enzymatique, exprimée en unité internationale (UI), est définie comme la quantité

d'enzyme  catalysant  la  libération  d'une  micromole  de  produit  (P)  ou la  disparition  d'une

micromole de substrat (S) (si la réaction est stœchiométrique) par minute (µmol.min-1) (Sine,

2010).

IV.2.1.2. Classification

La classification et la nomenclature des enzymes se basent sur trois grands principes :

le  nom  de  l'enzyme  se  termine  par  le  suffixe  « -ase »  (sauf  pour  les  systèmes

multienzymatiques), le type de réaction catalysée et son code à plusieurs chiffres (EC pour

Enzyme Classification number), attribué par la Commission des Enzymes afin de faciliter son

identification (Sine, 2010). Cette classification a vu le jour en 1961, les enzymes sont ainsi

réparties  en  six  classes  correspondant  aux  types  de  réaction  qu'elles  catalysent :  les

oxydoréductases (EC 1), les transférases (EC 2), les hydrolases (EC 3), les lyases (EC 4),

les isomérases (EC 5) et les ligases (EC 6). Le deuxième chiffre correspond à la sous-classe

et  précise  le  type de groupement  chimique ou de liaison concernée,  le  troisième chiffre

correspond à la sous-sous-classe et détermine la nature précise des groupements chimiques

en jeu ou les mécanismes réactionnels (s'ils sont connus), enfin, le quatrième chiffre est le

numéro  d'ordre  d'enregistrement  de  l'enzyme  dans  la  sous-sous-classe  concernée

(Mouranche et Costes, 1985; Sine, 2010). Par exemple, une cellulase possède le code EC

3.2.1.4,  il  s'agit  d'une  hydrolase  (EC  3)  (clivage  de  liaisons  de  type  C-C,  C-N,  C-O,...)

appartenant  à  la  sous-classe  des  glycosylases  (EC  3.2)  et  à  la  sous-sous  classe  des

glycosidases (EC 3.2.1), c'est à dire qu'elle clive les liaisons glycosidiques, enfin il s'agit de

la 4ème enzyme référencée dans les glycosidases (EC 3.2.1.4).
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Des  bases  de  données  répertoriant  les  enzymes  sont  disponibles  en  ligne,  par

exemple la base de données généraliste ExplorEnz – The Enzyme Database, créée en 2005

par l'IUBMB (International Union of Biochemistry and Molecular Biology) compte à l'heure

actuelle 6510 enzymes. Dans ce travail de thèse, les enzymes utilisées sont des hydrolases

(EC 3) appartenant à la sous-classe des glycosylases (EC 3.2) et à la sous-sous-classe des

glycosidases.  À l'heure  actuelle,  1682  enzymes  sont  référencées  dans  la  classe  des

hydrolases (EC 3)  (ExplorEnz, 2015). La base de données CAZy, créée en 1998, est un

autre  exemple  de  base.  Elle  est  spécifique  aux  enzymes  catalysant  la  dégradation,  la

modification ou la création de liaisons glycosidiques. Dans cette base, les enzymes sont

classées différemment mais le code EC leur est toujours associé pour plus de lisibilité (CAZy,

2015).

IV.2.1.3. Facteurs physicochimiques et réactions enzymatiques

Parmi les facteurs physicochimiques pouvant influencer les réactions enzymatiques, la

température et le pH sont particulièrement importants.

La température est  un paramètre essentiel  pour l'activation des enzymes. En effet,

l'augmentation de la température permet d'augmenter la vitesse des réactions enzymatiques

en  facilitant  les  réactions  enzyme(s)-substrat(s).  Cependant,  les  enzymes  sont  des

macromolécules  qui  peuvent  être  dénaturées  si  l'élévation  de  la  température  est  trop

importante, provoquant une perte irréversible, partielle ou totale de leur activité. Il s'agit alors

d'une inactivation par dénaturation thermique, provoquant des modifications structurales de

la protéine. Il existe donc, pour chaque enzyme, une température au-delà de laquelle elle

perd de son activité et peut être dénaturée (Figure 19a)  (Combes et Monsan, 2009; Sine,

2010)

Concernant  le  pH,  il  influence  également  l'activité  des  enzymes  en  jouant  sur  la

stabilité de l'enzyme et les cinétiques des réactions. Le plus souvent, le profil d'activité des

enzymes par rapport au pH présente un profil en forme de cloche avec une dénaturation aux

pH extrêmes. Néanmoins, lorsque le pH reste proche de l'optimal (zone de pH relativement

restreinte)  l'enzyme n'est  pas altérée (Figure 19b).  Ainsi,  un pH très inférieur  à l'optimal

dégrade l'enzyme tandis qu'une température bien inférieure à l'optimal ne la dénature pas

(Combes et Monsan, 2009; Sine, 2010).
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Les enzymes peuvent provenir de sources animales (pepsine et trypsine par exemple),

végétales (papaïne par exemple) ou de microorganismes. Cette dernière source est la plus

largement retrouvée,  elle présente l'avantage d'autoriser des modifications génétiques de

l'organisme pour  changer  les propriétés des enzymes qu'il  produit.  Les microorganismes

producteurs d'hydrolases sont des bactéries, champignons ou levures.

IV.2.2. Hydrolyse enzymatique & macroalgues

Différentes approches sont possibles pour l'hydrolyse enzymatique de macroalgues, en

fonction des composés ciblés, des domaines d'application et des enzymes utilisées. Ainsi,

l'extraction assistée par enzymes (EAE) utilise des enzymes commerciales et/ou industrielles

tandis  que  l'hydrolyse  enzymatique  spécifique  utilise,  comme  son  nom  l'indique,  des

enzymes spécifiques aux algues (Hardouin et al., 2014).

Quelle  que soit  l'approche choisie,  les principales étapes nécessaires à l'hydrolyse

sont identiques. Les algues peuvent être préalablement broyées, séchées, lyophilisées ou

simplement coupées grossièrement. Elles sont ensuite mises en suspension dans de l'eau

ou dans une solution tampon qui permettra de maintenir  le pH constant  tout  au long de

l'hydrolyse.  Les  enzymes  sont  ensuite  ajoutées  au  milieu,  qui  est  maintenu  à  leur

température optimale et sous agitation. Si le milieu n'est pas tamponné, le pH doit être suivi

régulièrement et ajusté si nécessaire (Hammed et al., 2013; Wijesinghe et Jeon, 2012).
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IV.2.2.1. L'extraction assistée par enzymes (EAE)

L'extraction  assistée  par  enzyme  (EAE)  est  l'approche  la  plus  retrouvée  dans  la

littérature. Dans ce cas, ce ne sont pas les composés recherchés qui sont hydrolysés mais

les molécules qui empêchent leur extraction. Les enzymes sont ici utilisées au sens strict

pour assister l'extraction des molécules d'intérêt (Hardouin et al., 2014).

La composition et la structure pariétale des macroalgues est le principal obstacle à

l'extraction et à la solubilisation de leurs composés. L'objectif de l'EAE est de dégrader cette

structure  pariétale  pour  faciliter  la  libération  des  molécules  ciblées.  Deux  sous-classes

d'enzymes  sont  principalement  mentionnées :  les  glycosidases  clivant  les  liaisons

glycosidiques  (EC  3.2)  et  les  protéases  clivant  les  liaisons  peptidiques  (EC  3.4).  Les

glycosidases sont communément appelées carbohydrases ou polysaccharidases ; le terme

« polysaccharidase » sera employé dans la suite de ce travail.

Dans  cette  approche,  ce  sont  essentiellement  des  préparations  enzymatiques

commerciales  qui  sont  utilisées,  elles  n'ont  pas  été  développées  spécifiquement  pour

l'hydrolyse de macroalgues. Elles sont majoritairement issues de l'industrie agroalimentaire

et sont obtenues à partir de microorganismes (bactéries ou champignons) par fermentation.

L'utilisation de ces préparations enzymatiques commerciales, ou mixes enzymatiques, allie

efficacité et faible coût de production, ce qui contre balance leur non spécificité (Hardouin et

al., 2014). De plus, ces préparations enzymatiques ont une ou plusieurs activités déclarées,

et possèdent souvent des activités secondaires, certes moins importantes mais qui peuvent

être soit intéressantes soit gênantes (Hardouin et al., 2014).

L'EAE est principalement utilisée sur les macroalgues brunes et rouges, il peut s'agir

de polysaccharidases, de protéases voir de la combinaison des deux. Cependant, comme il

a été mentionné précédemment (Chapitre I, II.1. ), les algues et notamment les macroalgues

rouges  ont  une  structure  pariétale  composée  principalement  de  polysaccharides,  or  ces

derniers  sont  difficiles  à  dégrader  par  les  techniques  conventionnelles.  L'hydrolyse

enzymatique  de  ces  polysaccharides  est  donc  un  moyen  de  faciliter  la  libération  des

différentes molécules algales, protéiques ou autres (Fleurence, 1999b). C'est pourquoi, il a

été choisi de présenter ici uniquement les préparations enzymatiques commerciales de type

polysaccharidases mentionnées dans des études portant  sur  l'hydrolyse de macroalgues

rouges.  Ces  enzymes  peuvent  aussi  être  utilisées  pour  les  algues  brunes  et  vertes

puisqu'elles  sont  non-spécifiques.  Le  Tableau  VII dresse  une  liste  non-exhaustive  de

polysaccharidases destinées initialement à des applications industrielles, notamment dans
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l'industrie  agroalimentaire.  Elles  sont  choisies car  elles sont  actives  dans des conditions

douces de pH (4,5 à 7,0) et de température (40 à 60 °C) (Hardouin et al., 2014).

Il  existe  d'autres  polysaccharidases  non-spécifiques  commercialisées  pour  des

applications  à  l'échelle  du  laboratoire.  Par  exemple,  Onozuka  R-10  (cellulase)  et/ou

Macerozyme  R-10  (pectinases  et  hémicellulases)  ont  été  utilisées  pour  l'hydrolyse

enzymatique de la paroi de Grateloupia turuturu (Denis et al., 2009b, 2009d) ou l'extraction

de  protoplastes22 de  Grateloupia  sparsa,  filicina  et turuturu (Chen  et  Chiang,  1994;

Lafontaine  et al.,  2011). Des xylanases et cellulases ont également montré leur efficacité

pour  l'extraction  de la  R-phycoérythrine  de  Palmaria  palmata et  de  Gracilaria  verrucosa

(Dumay et al., 2013; Mensi  et al., 2012) et l'extraction des protéines de Chondrus crispus,

Gracilaria verrucosa et Palmaria palmata (Fleurence et al., 1995). Enfin, une étude a montré

qu'une alpha-amylase commerciale était  capable de dégrader des kappa carraghénanes,

bien qu'elle ne soit pas spécifique à l'hydrolyse de ce polysaccharide (Wu, 2012).

22 Cellule végétale ou bactérienne dont la paroi a disparu, le protoplaste est alors limité par sa seule membrane 
plasmique. Ils sont obtenus principalement par digestion enzymatique.
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Tableau VII : liste non exhaustive de préparations enzymatiques commerciales (polysaccharidases) utilisées pour l'EAE de macroalgues rouges

Nom commercial Numéro EC Activité(s) revendiquée(s) Macroalgue rouge Références

•  Celluclast® 1,5L FG
(Novozymes®)

EC 3.2.1.4 Cellulase Palmaria palmata (Lahaye et Vigouroux, 1992)
(Fleurence et al., 2002)

(Joubert et Fleurence, 2008)
(Wang et al., 2010)

(Harnedy et FitzGerald, 2013)

Grateloupia filicina (Athukorala et al., 2008)

•  Pentosanase
(Lyven®)

- Amylase et endo-ß-1,4- xylanase Palmaria palmata (Lahaye et Vigouroux, 1992)

•  Shearzyme® 500 L
(Novozymes®)

EC 3.2.1.8 Endo-1,4-xylanase Palmaria palmata (Fleurence et al., 2002)
(Joubert et Fleurence, 2008)

(Harnedy et FitzGerald, 2013)

•   Ultraflo® L
(Novozymes®)

EC 3.2.1.6 Endo-1,3(4)-ß-glucanase 
Activités secondaires : cellulase et 
xylanase 

Grateloupia turuturu (Denis et al., 2009b)

Grateloupia filicina (Athukorala et al., 2008)

Palmaria palmata (Fleurence et al., 2002)
(Wang et al., 2010)

•  Viscozyme® L
(Novozymes®)

- Complexe multi-enzymes : arabanase, ß-
glucanase, cellulase, hémicellulase et 
xylanase

Grateloupia filicina (Athukorala et al., 2008)

Palmaria palmata (Wang et al., 2010)

Pterocladia capillaceae (Fleita et al., 2015)

Osmundea pinnatifida (Rodrigues et al., 2015b)

•  Termamyl® 120 L
(Novozymes®)

EC 3.2.1.1 α-amylase Grateloupia filicina (Athukorala et al., 2008)

Palmaria palmata (Wang et al., 2010)

•  AMG® 300 L
(Novozymes®)

EC 3.2.1.3 Glucoamylase (glucane 1,4-alpha-
glucosidase) 

Grateloupia filicina (Athukorala et al., 2008)

Palmaria palmata (Wang et al., 2010)

• 57 •



Chapitre I : Étude bibliographique

Ces enzymes (Tableau VII) sont utilisées pour hydrolyser la paroi algale, celle-ci étant

constituée  de  différentes  espèces  macromoléculaires,  les  enzymes  sont  donc  souvent

employées en association pour maximiser les rendements d'extraction. Elles sont utilisées

en cascade ou simultanément, dans ce cas il faut que les conditions optimales de chacune

des  enzymes  soient  proches  (Hammed  et  al.,  2013).  Ainsi,  l'extraction  de  la  R-PE  est

augmentée grâce à l'action synergique d'une cellulase et d'une xylanase (Mensi et al., 2012).

Pour  Palmaria  palmata l'association  simultanée  de  deux  préparations  enzymatiques

(Shearzyme® et Celluclast®) permet l'extraction des protéines de l'algue  (Fleurence  et al.,

2002;  Harnedy  et  FitzGerald,  2013;  Joubert  et  Fleurence,  2008). Ces  synergies  entre

enzymes, notamment entre certaines préparations enzymatiques industrielles (Ultraflo® L et

Celluclast® 1,5 L), ont également été décrites pour d'autres biomasses végétales comme le

blé (Sørensen et al., 2007, 2005).

IV.2.2.2. Hydrolyse enzymatique spécifique

Les enzymes utilisées sont alors spécifiques de la molécule à hydrolyser, le produit

d'intérêt obtenu à l'issu de l'hydrolyse étant le produit de la réaction catalysée par l'enzyme.

Par  exemple,  des  oligosaccharides  ou  sucres  simples  sont  ainsi  obtenus  avec  les

polysaccharidases et  des  peptides  ou acides  aminés sont  produits  avec les  peptidases.

À l'heure actuelle, ces enzymes ne sont pas présentes sur le marché et leur utilisation est

essentiellement destinée au domaine de la recherche, ou constitue des marchés de niche,

peu déployés mais à forte valeur ajoutée. Ces enzymes sont isolées, identifiées et purifiées

à partir  d'organismes marins capables de dégrader la  paroi  des algues  (Hardouin  et al.,

2014; Rhein-Knudsen et al., 2015). Il peut s'agir de microorganismes présents dans la flore

intestinale d'animaux marins consommant ces algues (herbivores marins) (Gómez-Pinchetti

et García-Reina, 1993), ou  de microorganismes marins (bactéries et champignons) vivants

en symbiose23 avec ces algues  (Martin  et  al.,  2014).  Le  Tableau VIII présente quelques

enzymes spécifiques de l'hydrolyse de polysaccharides de macroalgues rouges ainsi que

l'organisme dont elles ont été isolées. L'utilisation de ces enzymes spécifiques est également

un moyen indirect de connaître la composition de la paroi des algues (Denis et al., 2009d).

23 Association spécifique entre deux organismes ne pouvant vivre l'un sans l'autre, chacun d'eux tirant un 
bénéfice de cette association
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Tableau  VIII :  exemples  d'enzymes  spécifiques  aux  polysaccharides  pariétaux  des  macroalgues
rouges. D'après Rhein-Knudsen et al., 2015

Polysaccharide Nom de l'enzyme Numéro EC Organisme

•  κ-carraghénane κ-carraghénase EC 3.2.1.83
Pseudoalteromonas

carrageenovora

•  ι-carraghénane ι-carraghénase EC 3.2.1.157 Zobellia galactanovorans 

•  λ-carraghénane λ-carraghénase EC 3.2.1.162
Pseudoalteromonas

carrageenovora

•  Agar
α-agarase EC 3.2.1.158

Thalassomonas
agarivorans JAMP-A33

β-agarase EC 3.2.1.81 Alteromonas sp. SY37-12

IV.2.2.3. EAE via l'utilisation d'enzymes destinées aux macroalgues

Ces  enzymes  spécifiques  (carraghénases  et  agarases)  peuvent  également  être

utilisées  dans  l'EAE  pour  faciliter  l'extraction  des  diverses  molécules  de  l'algue,  la

dégradation  des  agars  et  carraghénanes  favorisant  la  libération  des  composés  d'intérêt

d'autre nature (protéines, pigments, etc.). Elles peuvent alors être associées entre elles ou à

des enzymes commerciales.

Par exemple, il a été décrit que l'extraction des protéines de macroalgues rouges par

certaines  de  ces  polysaccharidases  n'était  pas  améliorée  lorsqu'elles  étaient  utilisées

seules : une κ-carraghénase est sans effet sur Chondrus crispus de même qu'une β-agarase

sur  Gracilaria  verrucosa. En  revanche,  lorsqu'elles  sont  combinées  à  une  cellulase

commerciale, l'extraction des protéines est multipliée respectivement par un facteur 10 et 3.

Cependant, dans cette même étude, pour Palmaria palmata, l'association xylanase-cellulase

n'a quant à elle pas montré d'effet synergique, mais a au contraire diminué l'extraction des

protéines par rapport à l'utilisation de chacune de ces deux enzymes séparément. La durée

d'hydrolyse est  également  à  prendre en compte,  en effet  en passant  de 2 à 14 heures

d'hydrolyse les rendements d'extraction peuvent être augmentés, inchangés voire diminués

si les protéines sont dégradées au cours du temps (Fleurence et al., 1995). Plus récemment,

une  étude  réalisée  sur  Grateloupia  turuturu a  testé  et  comparé  plusieurs  combinaisons

d'enzymes :  une cellulase (Onozuka-R10)  associée à trois  enzymes (une  ι-carraghénase,

une κ-carraghénase ou une agarase). En fonction des objectifs ciblés : dégradation du thalle,

extraction  des  sucres  réducteurs  indicateurs  de  la  dégradation  des  polysaccharides

pariétaux ou extraction de la R-PE ; une synergie entre ces enzymes a pu être observée,
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mais l'utilisation de la cellulase seule s'est montrée préférable (dégradation de la surface du

thalle) (Denis et al., 2009d).

Qu'elle  ait  recours  à  des  préparations  enzymatiques  industrielles,  des  enzymes

commerciales  ou  des  enzymes  spécifiques,  l'hydrolyse  enzymatique  de  la  paroi  des

macroalgues reste un procédé spécifique au phylum et à l'espèce considérée en raison de la

variabilité des polysaccharides pariétaux. Il est donc nécessaire d'adapter et d'optimiser le

procédé  (choix  des  enzymes  et  conditions  d'hydrolyse)  pour  chaque  espèce  considérée

(Fleurence, 1999b).

IV.2.3. Propriétés des hydrolysats de macroalgues rouges

En  considérant  les  macroalgues  rouges,  vertes  et  brunes  ainsi  que  les

polysaccharidases et les protéases, il ressort de la littérature que l'hydrolyse enzymatique

des macroalgues permet d'extraire différentes molécules : polysaccharides, sucres simples,

protéines, peptides bioactifs,  acides aminés, polyphénols, pigments,  etc..  Ces hydrolysats

ont également été décrits comme possédant diverses propriétés biologiques telles que des

activités antioxydantes,  antivirales,  anticoagulantes,  antiprolifératives,  antihypertensives et

anti-inflammatoires  (Hardouin  et  al.,  2014;  Wijesinghe  et  Jeon,  2013,  2012).  Parmi  les

différentes techniques utilisées à l'échelle industrielle, l'extraction par hydrolyse enzymatique

semble l'une des méthodes les plus prometteuses pour l'extraction de molécules bioactives

issues de macroalgues (Wijesinghe et Jeon, 2013). L'hydrolyse de macroalgues rouges par

des  polysaccharidases  et/ou des  protéases  permet  d'obtenir  des  extraits  possédant  des

activités biologiques et contenant différents composés d'intérêt, des exemples sont cités ci-

dessous.

IV.2.3.1. Extraction de molécules d'intérêt & activités biologiques

• Protéines

L'utilisation combinée d'enzymes commerciales et spécifiques à la paroi des algues a

permis d'augmenter l'extraction des protéines de Chondrus crispus,  Gracilaria verrucosa et

Palmaria palmata (Fleurence  et  al.,  1995).  L'hydrolyse enzymatique des polysaccharides

pariétaux augmente l'extraction des protéines algales, comme celles de molécules à forte

valeur  ajoutée telles  que les  phycobiliprotéines  (R-PE)  (Fleurence,  1999a,  1999b).  Ainsi,

deux études ont montré que des polysaccharidases commerciales permettaient l'extraction

de la R-PE de Gracilaria verrucosa (Mensi et al., 2012) et de Palmaria palmata (Dumay et

al.,  2013).  D'autres  études  ont  décrit  l'augmentation  de  l'extraction  des  protéines  de
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Palmaria palmata grâce au couplage de deux polysaccharidases industrielles (Shearzyme®

et Celluclast®) (Fleurence et al., 2002; Harnedy et FitzGerald, 2013). De plus, en fonction des

enzymes utilisées (β glucanase,  xylanases et  cellulases)  les  protéines  extraites  peuvent

présenter des masses molaires différentes (Fleurence, 2003).

• Peptides bioactifs

L'obtention de peptides bioactifs se fait par protéolyse avec le plus souvent une étape

préliminaire  de  dégradation  des  polysaccharides  pariétaux  (enzymatique,  mécanique  ou

physique)  (Wijesinghe et Jeon, 2012). Ces peptides bioactifs peuvent être obtenus à l'aide

d'enzymes digestives (trypsine, pepsine), par fermentation, ou par des protéases isolées de

microorganismes ou de plantes (Harnedy et FitzGerald, 2011; Samarakoon et Jeon, 2012).

L'obtention de peptides bioactifs a été décrite pour différentes algues rouges. Par exemple,

la  protéolyse  (pepsine)  de  Pyropia  yezoensis donne  des  peptides  bioactifs  à  activité

antihypertensive  (Samarakoon et  Jeon,  2012). L'hydrolyse par des protéases (trypsine et

alcalase) des protéines de Porphyra columbina a montré un enrichissement des hydrolysats

en  peptides  de  faibles  masses  molaires,  possédant  des  activités  antioxydantes  et

antihypertensives (Cian et al., 2012).

• Polysaccharides sulfatés

L'hydrolyse par des polysaccharidases industrielles (Viscozyme® L, Celluclast® 1,5 L,

AMG® 300 L, Termamyl® 120 L et Ultraflo® L) des polysaccharides sulfatés de Grateloupia

filicina a montré la présence dans tous les hydrolysats de composés à activité anticoagulante

(Athukorala et al., 2008). De plus, une étude récente a comparé l'hydrolyse par différentes

polysaccharidases  (Viscozyme® L,  β-glucanase  et  β-galactosidase) de  polysaccharides

sulfatés extraits de la macroalgue rouge  Pterocladia capillacea.  L'hydrolysat  obtenu avec

l'enzyme Viscozyme® L avait l'activité antioxydante et antibactérienne la plus élevée. Cette

enzyme  étant  un  complexe  multi-enzymatique  (Tableau  VII),  l'association  de  différentes

activités pourrait expliquer son efficacité (Fleita et al., 2015). Une autre étude, a décrit une

activité  antioxydante  pour  des  extraits  issus  de  l'hydrolyse  enzymatique  (Viscozyme® L)

d'Osmundea pinnatifida, cette activité serait notamment due à la présence de sucres sulfatés

(Rodrigues et al., 2015b).

• Polyphénols

Une  étude  a  montré  que  l'hydrolyse  de  Palmaria  palmata par  des  protéases

(Umamizyme en particulier) favorisait l'extraction des polyphénols. Les hydrolysats obtenus

possédaient des activités antioxydantes dues à ces polyphénols, mais aussi à la présence

• 61 •



Chapitre I : Étude bibliographique

de polysaccharides (Wang et al., 2010).

• Activité antivirale

Les extraits obtenus par hydrolyse enzymatique (polysaccharidase) de la macroalgue

rouge  Solieria  chordalis,  ont  montré  une  activité  antivirale  significative  (activité  anti-

herpétique  anti  Herpes  simplex  virus  Type  1,  HSV-1)  qui  serait  liée  à  la  présence  de

groupements sulfates  (Hardouin  et al.,  2013). Des résultats similaires ont récemment été

obtenus  sur  Chondrus  crispus grâce  à  l'action  de  deux  polysaccharidases  (Ultraflo® ou

cellulase), permettant l'extraction de molécules d'intérêt contre l'HSV-1 (Kulshreshtha et al.,

2015).

IV.2.3.2. Intérêt nutritionnel : amélioration de la digestibilité des algues

L'obstacle  majeur  à  la  digestibilité  des  algues  par  l'organisme  humain  vient

principalement  de  leur  composition  pariétale,  les  polysaccharides  interagissent  avec  les

protéines réduisant ainsi l'accès des enzymes digestives à ces protéines (Galland-Irmouli et

al.,  1999;  Marrion  et  al.,  2005).  L'hydrolyse enzymatique peut  apporter  une  réponse en

dégradant ces polysaccharides. Ainsi, la digestibilité des protéines de Palmaria palmata est

améliorée  de  80  % lorsqu'elle  a  été  préalablement  dégradée  par  la  combinaison  d'une

xylanase (Shearzyme®) et d'une cellulase (Celluclast®). L'hydrolyse enzymatique permettrait

donc  d'augmenter  la  digestibilité  des  algues  et  d'améliorer  leur  valeur  nutritionnelle

(Fleurence, 2004; Fleurence et al., 2002). Une autre étude sur  Palmaria palmata a montré

qu'une  préparation  enzymatique  commerciale  (Pentosanase)  peut,  grâce  à  son  activité

xylanase,  liquéfier  la  paroi  de  cette  algue  (Lahaye  et  Vigouroux,  1992).  Les  techniques

fermentaires  peuvent  également  augmenter  la  digestibilité  de  Palmaria palmata, grâce à

certains  microorganismes capables  de  dégrader  les  polysaccharides  de  l'algue,  via  la

production d'enzymes (xylanases) (Fleurence, 2004; Marrion et al., 2003).

IV.2.3.3. Bioéthanol : saccharification

L'extraction assistée par hydrolyse enzymatique est un procédé souvent  mentionné

dans les études portant sur la bioraffinerie de macroalgues (Hardouin et al., 2014). En effet,

les enzymes industrielles sont utilisées pour l'étape de saccharification24 permettant ensuite

la fermentation. Ainsi, une récente étude a montré que des polysaccharidases industrielles

(Viscozyme® L,  Spirizyme®,  AMG® et  Lactozym®)  pouvaient  être  utilisées  pour  la

saccharification  de  macroalgues.  Après  saccharification  et  fermentation,  c'est  avec  les

24 Transformation de polysaccharides tels que la cellulose ou l'amidon en sucres plus simples comme le glucose
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macroalgues rouges que le rendement en bioéthanol le plus élevé a été atteint (Hong et al.,

2014).

IV.3. Extraction assistée par ultrasons

IV.3.1. Généralités sur les ultrasons

En 1880, Pierre et Jacques Curie ont mis en évidence la piézo-électricité. C'est sur la

base de ce phénomène que le sonar a été développé par Langevin, figurant ainsi comme la

première application des ultrasons.  À partir des années 1950, leur utilisation se développe

pour  des  procédés  de  nettoyage  industriel.  Depuis,  leur  intérêt  a  été  démontré  dans

différents domaines d'application : nettoyage de surfaces, procédés (extraction solide-liquide,

filtration,  atomisation,  découpe,  etc.),  biologie  et  médecine  (diagnostic  médical,

thérapeutique, etc.), chimie (sonochimie) (Mason et Lorimer, 2002a; Pétrier et al., 2008).

Les ultrasons sont des ondes vibratoires inaudibles par l'homme, se propageant dans

les  solides,  liquides  ou  gaz.  Parmi  les  grandeurs  physiques  caractéristiques  des  ondes

ultrasonores, on retrouve principalement :

• La fréquence (f) (exprimée en kHz)

• La  puissance  (P)  qui  permet  de  déterminer  l'énergie  ultrasonore

transmise au milieu (exprimée en W)

• L'intensité ultrasonore qui correspond à la puissance rapportée à la

surface de la sonotrode (exprimée en W.m-2 ou W.cm-2)

• La puissance ultrasonore volumique qui correspond à la puissance

rapportée au volume irradié (exprimée en W.m-3 ou W.L-1)

Le domaine ultrasonore peut être divisé en trois catégories : les ultrasons de basse

fréquence (16-20 à 100 kHz), les ultrasons de haute fréquence (f > 100 kHz) et les ultrasons

de très haute fréquence (f > 1 MHz). La puissance est le deuxième critère qui permet de

distinguer les ultrasons de faible puissance (P < 1 W) et les ultrasons dits de puissance

(P > une dizaine de W). Dans ce travail de thèse, les ultrasons de basse fréquence et de

puissance ont été utilisés. La génération de ces ondes vibratoires se fait via un transducteur,

il  s'agit  le  plus  souvent  de  céramiques  piézo-électriques  pour  des  ondes  de  fréquence

supérieures à 20 kHz. L'application d'un courant alternatif entre les deux faces polarisées de

la  céramique  crée  dans  le  milieu  une  succession  de  phases  de  compression  et  de

décompression à l'origine des vibrations (Figure 20). La propagation des ondes ultrasonores
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se fait via l'extrémité d'un émetteur appelé sonotrode, cette extrémité est en contact avec la

surface ou le milieu à traiter (Pétrier et al., 2008).

IV.3.2.     Le phénomène de cavitation

La  cavitation  ultrasonore  ou  cavitation  acoustique  est  à  l'origine  des  phénomènes

physiques et chimiques associés à la propagation des ondes ultrasonores dans un milieu.

Elle est associée à la formation de bulles de cavitation  (Pétrier  et al., 2008). La  Figure 21

propose une illustration de ce phénomène, à proximité d'une surface solide, comme une

matrice végétale.
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Figure  20 : représentation schématique d'une
cellule  piézo-électrique,  effet  piézo-électrique
inverse (Pétrier et al., 2008)

Figure 21 : phénomène de cavitation à proximité d'une surface solide. a : phases de compression et
de dépression, b : augmentation du volume de la bulle de cavitation, c : implosion de la bulle de
cavitation. D'après Pétrier et al., 2008; Subhedar et Gogate, 2013
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Les bulles de cavitation se forment dans un milieu soumis aux ultrasons en raison des

changements de pression (compression/dépression) (Figure 21a). Ces bulles de cavitation

possèdent une cavité gazeuse dont le volume diminue dans les phases de compression et

augmente  dans  les  phases  de  dépression.  La  répétition  de  ces  phases  (Figure  21b)

augmente considérablement le volume de la bulle et de sa cavité jusqu'à atteindre une taille

critique  (10  à  1000  fois  le  volume  initial)  suivie  de  son  implosion  (Figure  21c). Cette

implosion  induit  instantanément  et  localement  des  températures  et  des  pressions  très

élevées (supérieures à 2000 °C et 800 bars). Lorsque ces bulles rencontrent une surface

solide ou des particules en suspension, elles se déforment et leur implosion crée un micro jet

liquide projeté à grande vitesse, créant des forces de cisaillement et des points d'impact sur

la  surface  du  solide  (Figure  21c).  Au  cours  de  ce  phénomène,  la  formation  d'espèces

radicalaires et des collisions entre particules en suspension dans le milieu peuvent avoir lieu.

Ces bulles de cavitation sont donc, en présence d'une surface solide, un moyen de modifier

l'intégrité d'une surface solide et d'augmenter les transferts de matière avec le milieu (Pétrier

et al., 2008).

L'occurrence de ce phénomène de cavitation dépend de certains paramètres, tels que

la viscosité du milieu, les propriétés physiques du liquide et la température. La puissance,

l'intensité et la fréquence ultrasonore interviennent également, elles sont liées au type de

réacteur à ultrasons utilisé (taille et géométrie) (Mason, 1992; Pétrier et al., 2008).

IV.3.3. Les réacteurs à ultrasons

Il existe différents types de réacteurs à ultrasons, ils peuvent être fermés ou ouverts.

IV.3.3.1. Les réacteurs fermés

Ils  se  présentent  sous  trois  formes,  les  bains,  les  sondes  et  les  transducteurs

immergés ou réacteur in situ. Dans les études portant sur l'extraction assistée par ultrasons,

les bains et les sondes sont les plus mentionnés.

Les bains ou bacs à ultrasons sont le plus souvent rectangulaires et les transducteurs

sont  disposés  sur  la  surface  extérieure  (Figure  22a)  (Pétrier  et  al.,  2008).  Les  bains  à

ultrasons  sont  simples  d'utilisation  et  leur  coût  modéré.  Ils  sont  largement  répandus

notamment pour le nettoyage (fréquences comprises entre 20 et 45 kHz). En revanche, la

régulation  de  la  température  dans  ces  systèmes  est  difficile  et  l'agitation  nécessaire  à

l'homogénéisation du milieu peut  perturber la  propagation des ondes  (Mason et  Lorimer,

2002b). De plus, une étude a montré, à l'échelle du laboratoire, qu'il était possible de mettre
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en série trois bains à ultrasons pour la sonication en continu d'une solution (Gondrexon et

al.,  1999). Enfin,  il  existe des réacteurs de type bain à ultrasons d'une capacité de 30 à

1000 L  pour  des  applications  à  plus  grande  échelle,  notamment  dans  l'industrie

agroalimentaire (Chemat et al., 2011; Pingret et al., 2012).

Les sondes à  ultrasons  sont des émetteurs immergés dans la solution irradiée, par

contact direct (Figure 22b) ou indirect (Figure 22c). Elles peuvent également être immergées

par dessous, il s'agit de cup-horn (Figure 22c). Les sondes permettent de traiter des petits

volumes car l'énergie émise à leur extrémité n'est pas transmise de façon homogène (Mason

et Lorimer, 2002b; Mason, 1992). De plus, il peut y avoir une érosion de l'extrémité de la

sonde provoquant un relargage de particules métalliques dans la solution, ce qui est évité

avec  l'irradiation  indirecte  (Mason  et  Lorimer,  2002b).  Il  est  possible  de  contrôler  la

température grâce à la circulation d'un fluide réfrigérant (Pétrier et al., 2008).

IV.3.3.2. Les réacteurs ouverts

Il existe différentes formes de réacteurs ouverts. La sonotrode peut plonger dans une

cellule dans laquelle le liquide circule, il s'agit alors d'un réacteur à circulation (Figure 23a).

Lorsque le milieu circule dans un tube avec des émetteurs situés de part et d'autre, il s'agit

d'un réacteur tubulaire (Figure 23b). Il existe également des tubes résonnants de géométrie

cylindrique qui vont transférer l'énergie sur l'ensemble de l'axe du tube, ce qui permet de

réduire les phénomènes d'érosion (Figure 23c) (Mason, 1992; Pétrier et al., 2008) ; c'est le

cas du SONITUBE®, commercialisé par la société SYNETUDE, et utilisé dans ce travail de

thèse. Cet appareil permet une meilleure homogénéité de traitement (maximale dans l'axe

du tube), l'intensité du phénomène de cavitation est alors trois fois plus élevée qu'avec une
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Figure 22 : réacteurs à ultrasons fermés (l'échantillon traité est représenté en bleu
ciel). a : bain, b : sonde et c : sonde de type « cup horn ». D'après  Pétrier  et al.,
2008
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sonde de type « cup-horn »  (Faïd  et al.,  1998). Il  existe peu de réacteurs sur le marché

permettant  de  passer  du  laboratoire  à  l'échelle  pilote  voire  à  l'échelle  industrielle,  le

SONITUBE® permet ce changement d'échelle. Ce réacteur ouvert transmet une énergie de

cavitation  homogène  au  liquide  en  circulation  et  son  utilisation  nécessite  peu  de

maintenance. Des essais préliminaires ont montré que le SONITUBE®  (400 W, 35 kHz) est

plus efficace qu'une sonde à ultrasons (400 W) pour la lyse cellulaire en vue de la production

de biogaz (Levêque et al., 2014).

Le  principal  avantage  des  réacteurs  ouverts  est  qu'ils  permettent  de  traiter  des

volumes importants avec une homogénéité de traitement, grâce à la circulation du milieu. Ils

sont donc une approche intéressante pour des applications industrielles, à condition que le

milieu à irradier puisse être pompé et circuler correctement dans le système (Mason, 1992).

IV.3.4. Applications de l'extraction assistée par ultrasons (UAE)

IV.3.4.1. Principe, avantages et inconvénients

Depuis  plusieurs  dizaines  d'années,  l'extraction  assistée  par  ultrasons  a  fait  les

preuves  de  son  efficacité  dans  le  domaine  de  l'extraction  du  végétal  par  rapport  aux

techniques  conventionnelles  (Shirsath  et  al.,  2012;  Vinatoru  et  al.,  1997).  En  effet,  elle

permet d'extraire, plus rapidement et plus facilement, différents composés d'origine végétale,

tout en diminuant la température et la consommation de solvants. Les extractions sont alors

de plus courte durée pour des rendements souvent plus élevés (Chemat et al., 2011; Mason

et al., 2011; Shirsath et al., 2012).
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Figure 23 : réacteurs à ultrasons ouverts (l'échantillon traité est représenté en bleu ciel).
a : réacteur à circulation, b : réacteur tubulaire et c : tube résonant (Pétrier et al., 2008)
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Le  principe  de  l'extraction  assistée  par  ultrasons  est  basé  sur  le  phénomène  de

cavitation  ultrasonore  expliqué  précédemment  (Figure  31).  En  effet,  la  propagation  des

ondes ultrasonores dans le solvant d'extraction induit la formation de bulles de cavitation,

celles-ci en implosant à proximité des parois végétales favorisent l'extraction des composés,

comme  illustré  dans  la  Figure  24.  Différents  éléments  expliquent  cette  efficacité  de

l'extraction par sonication (Chemat et al., 2011; Mason et al., 2011; Shirsath et al., 2012) :

• amélioration de la diffusion du solvant à la surface de la biomasse

• amélioration du transfert de matière et de chaleur

• destruction des parois cellulaires

• diminution  de  taille  des  particules  ce  qui  augmente  les  surfaces

d'échange

• amélioration de la pénétration du solvant au sein de la biomasse

• amélioration de la diffusion des molécules dans le solvant

L'utilisation  de  cette  technique  d'extraction  doit  prendre  en  considération  les

paramètres affectant le phénomène de cavitation cités précédemment (Chapitre I, IV.3.2. ).

Cette  technologie  a  fait  ses  preuves  pour  l'extraction  de  différentes  molécules

végétales (huiles essentielles, composés aromatiques, antioxydants, pigments, polyphénols,

etc.)  aussi  bien à l'échelle  du laboratoire qu'à l'échelle  industrielle  (Chemat  et  al.,  2011;

Mason  et  al.,  2011;  Shirsath  et  al.,  2012).  La  transposition  à  plus  grande  échelle  de
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Figure 24 : principe de la destruction cellulaire par sonication. a : rupture de la
paroi cellulaire induite par la cavitation, b : diffusion du solvant dans la cellule
et extraction des composés (Shirsath et al., 2012)
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l'extraction assistée par ultrasons est possible dans certaines configurations, comme cela a

été démontré pour l'extraction des polyphénols du marc de pomme (Pingret et al., 2012; Virot

et al., 2010).

Malgré  de  nombreux  avantages,  les  ultrasons  peuvent  parfois,  dans  certaines

conditions,  modifier,  altérer  voire  dégrader  certains  composés :  changement  de  couleur,

dégradation de certains antioxydants (acide ascorbique) ou oxydation de lipides (Pingret et

al., 2013). Comme pour tout procédé, les paramètres d'extraction doivent donc être adaptés

aux composés ciblés et à leur(s) utilisation(s) ultérieure(s).

IV.3.4.2. Extraction assistée par ultrasons & algues

L'intérêt  porté aux ultrasons pour  l'extraction de molécules algales est  relativement

récent  par rapport aux végétaux supérieurs. Ceci peut s'expliquer par la découverte et la

connaissance plus récentes des composés d'intérêt issus des micro et des macroalgues. Les

ultrasons  peuvent  être  utilisés  aussi  bien  sur  les  microalgues  que  sur  les  macroalgues

(Morais, 2013).

• Macroalgues

L'application  des  ultrasons  aux  macroalgues  comme  technique  d'extraction  à  part

entière,  c'est  à  dire  « l'extraction  assistée  par  ultrasons »  au  sens  strict,  est  récente

puisqu'elle  remonte  à  2010-2013.  Cette  technologie  présenterait  un  fort  potentiel  pour

l'extraction de composés bioactifs de macroalgues en raison notamment de sa faisabilité

industrielle (Kadam et al., 2013; Michalak et Chojnacka, 2014).

Ainsi, sur les macroalgues brunes, les ultrasons sont applicables pour l'extraction des

fucoïdanes25 (Hahn  et  al.,  2012) et  de  différents  composés  bioactifs  (acides  uroniques,

phlorotannins26,  fucoïdanes) d'Ascophyllum nodosum (Kadam  et al.,  2015b). Ils ont aussi

permis  d'améliorer  l'extraction  de  composés  antioxydants  (composés  phénoliques)

d'Ecklonia cava (Lee et al., 2013).

Pour  les  macroalgues  rouges,  une  étude  a  montré  que  les  ultrasons  favorisaient

l'extraction de la taurine de Pyropia yezoensis. Celle-ci n'est pas altérée par les ultrasons et

cette technique présente l'avantage de réduire la durée et la température d'extraction par

rapport  à  la  méthode conventionnelle  utilisée par  les  auteurs  (Wang  et  al.,  2015a).  Il  a

également  été  démontré  que  les  ultrasons  favorisaient  l'extraction  des  polysaccharides

25 Polysaccharides sulfatés des macroalgues brunes
26 Composés phénoliques des macroalgues brunes
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sulfatés  de  Gracilaria  birdiae,  les  extraits  obtenus  ayant  alors  une  activité  antioxydante

(Fidelis  et  al.,  2014).  Les  ultrasons peuvent  également  être utilisés  après l'extraction de

polysaccharides de macroalgues rouges pour augmenter leur activité antioxydante, ce qui a

été décrit pour les polysaccharides extraits de Pyropia yezoensis (Zhou et al., 2012, 2008). 

Cependant,  les  ultrasons  peuvent  parfois  se  montrer  moins  efficaces  que  d'autres

techniques,  comme l'hydrolyse enzymatique.  Ainsi,  une récente étude vient  de comparer

l'hydrolyse  enzymatique  et  l'extraction  assistée  par  ultrasons  des  composés  de  trois

macroalgues  (verte,  rouge  et  brune).  Il  est  ressorti  de  cette  étude  que  l'hydrolyse

enzymatique,  selon  l'algue  et  les  enzymes  utilisées,  permettait  d'extraire  le  plus  de

composés avec les activités biologiques les plus élevées  (Rodrigues  et al., 2015b). Dans

une  autre  étude,  les  ultrasons  ont  été  employés  comme  prétraitement  (étape  de

saccharification) de la macroalgue verte Ulva rigida, pour la libération de sucres réducteurs

destinés à la production de biogaz. Parmi les différentes techniques employées, les ultrasons

ne se sont pas montrés efficaces contrairement à l'hydrolyse enzymatique  (Karray  et al.,

2015).  D'autres  auteurs  ont  également  fait  ce  constat  pour  deux  macroalgues  brunes

(Saccharina latissima et Laminaria digitata) : les ultrasons seuls n'ont pas permis d'améliorer

l'extraction  des  lipides,  sucres  réducteurs  et  protéines.  En  revanche,  couplés  avec  une

hydrolyse acide à chaud (HNO3 4 %, 120 °C) les rendements d'extraction étaient augmentés

(Vanegas  et  al.,  2014).  L'ajout  de  particules  abrasives  (billes  de  silice  ou  sable)  peut

améliorer l'effet des ultrasons, comme cela a été démontré pour l'extraction des protéines et

des polysaccharides d'une macroalgue verte filamenteuse du genre Cladophora (Woods et

al., 2011).  Il a également été décrit que les ultrasons pouvaient présenter un intérêt dans

l'analyse des composés élémentaires présents à l'état de trace dans les macroalgues. En

présence d'acide chlorhydrique, les ultrasons augmentaient la détection de différents métaux

tels que l'aluminium, le fer, le zinc et l'arsenic. L'analyse était aussi plus rapide, plus efficace

et plus écologique en évitant l'utilisation d'acide fluorhydrique  (Domínguez-González  et al.,

2005).

• Microalgues

Les  ultrasons  sont  plus  couramment  employés  sur  les  microalgues.  Ils  sont

principalement utilisés en tant que technique de destruction cellulaire (Jeon et al., 2013). La

lyse  cellulaire  par  sonication  permet,  selon  la  microalgue  étudiée,  d'extraire  différentes

molécules d'intérêt (Morais, 2013) : des lipides (Cravotto et al., 2008), des polysaccharides

(Kurd  et  Samavati,  2015),  du  glucose  (Zhao  et  al.,  2013),  des  pigments  tels  que  la

C-phycocyanine  (Moraes  et al., 2011), la chlorophylle  (Kong  et al., 2014) et le  β-carotène

(Dey et Rathod, 2013).
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IV.4. Extraction assistée par ultrasons et par hydrolyse enzymatique (UAEH)

IV.4.1. Généralités

Les procédés d'extraction peuvent être appliqués seuls ou combinés afin d'améliorer

leurs  performances.  L'hydrolyse  enzymatique  peut  être  intensifiée  par  des  procédés

mécaniques,  physiques  ou  biologiques  qui  lui  sont  associés  de  façon  séquentielle  ou

simultanée (Chapitre I,  IV.1.1.  )  (Hardouin  et al.,  2014). Le couplage simultané avec des

ultrasons a été retenu dans cette étude car cette combinaison a déjà montré son efficacité

dans l'intensification de l'hydrolyse enzymatique de différentes biomasses végétales.

Les  ultrasons  peuvent  intensifier  différents  procédés  biologiques  dans  lesquels  les

enzymes  sont  impliquées.  En  effet,  le  couplage  ultrasons-enzymes  est  appliqué  pour

stimuler  des  réactions  enzymatiques  dans  plusieurs  domaines :  l'industrie  textile,  les

réactions  de  fermentation,  l'assainissement  des  eaux,  les  synthèses  organiques,

l'agroalimentaire, l'extraction de molécules d'intérêt ou encore l'énergétique avec l'hydrolyse

de  polymères végétaux tels  que la  cellulose et  les  composés lignocellulosiques pour  la

production de biocarburants (Delgado-Povedano et Luque de Castro, 2015; Kwiatkowska et

al., 2011). Dans ce travail de thèse, les polysaccharides pariétaux de l'algue seront la cible

du couplage ultrasons-enzymes afin de faciliter l'extraction des composés de l'algue. Aussi,

les études portant sur l'extraction et l'hydrolyse de polysaccharides de biomasses végétales

seront les principales références mentionnées. Il faut également noter ici que la majorité des

travaux portant sur le couplage ultrasons-enzyme(s) utilisent des polysaccharidases.

Les ultrasons et  l'hydrolyse enzymatique peuvent  être  appliqués simultanément  ou

séparément. Les études appliquent le plus souvent les deux procédés de façon simultanée,

ce  qui  permet  un  gain  de  temps  non  négligeable  en  plus  d'améliorer  les  rendements

d'extraction (Wu et al., 2014).

IV.4.2. Le couplage ultrasons-enzyme(s)

Bien que certaines études vont jusqu'à mentionner une synergie entre les ultrasons et

les enzymes (Easson et al., 2011; Wu et al., 2014), à l'heure actuelle, le mécanisme de cette

interaction positive est complexe et reste encore non élucidé. Ceci est dû, en partie, à un

nombre restreint de travaux dans ce domaine, mais aussi aux différences de paramètres

(type  de  réacteurs,  fréquence,  puissance,  enzyme,  substrat,  etc.)  entre  études  rendant

difficiles,  voire  impossibles,  les  comparaisons  (Delgado-Povedano  et  Luque  de  Castro,
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2015).

L'essentiel des études utilisant les ultrasons pour l'extraction de composés, que ce soit

en présence d'enzymes (UAEH) ou en absence d'enzymes (UAE), mentionne uniquement la

puissance affichée sur le générateur, or celle-ci ne correspond pas à la puissance réellement

transmise à l'échantillon. Sa détermination nécessite de connaître le type de sonotrode, la

taille (diamètre) et le rendement de l'appareil qui peut être déterminé par calorimétrie (Barton

et  al.,  1996;  Kadam  et al.,  2015b;  Szabó et  Csiszár,  2013);  communication personnelle,

SYNETUDE).  Différents  facteurs  interviennent  dans  la  transmission  de  la  puissance

ultrasonore à l'échantillon. Par exemple, pour un bain à ultrasons, la puissance réellement

transmise  au  mélange  dépendra  du  niveau  de  remplissage  du  bain  par  le  liquide

transmettant les ultrasons (eau le plus souvent) et dans lequel l'échantillon sera disposé, du

volume d'échantillon par rapport à ce fluide, du type de contenant (facteur de transmission)

et de la position de celui-ci dans le bain à ultrasons (distance entre la source ultrasonore et

l'échantillon)  (communication  personnelle,  SYNETUDE ;  (Barton  et  al.,  1996)). Pour  une

sonde  à  ultrasons,  seule  une  mesure  de  calorimétrie  sur  l'échantillon  peut  permettre

d'estimer  la  puissance  réellement  transmise  (communication  personnelle,  SYNETUDE ;

(O’Donnell et al., 2010)). De plus, la position de la sonde dans l'échantillon semble pouvoir

influencer  l'efficacité  de  la  sonication  (Dey  et  Rathod,  2013). Parfois,  certaines  études

travaillent en mode pulsé ce qui complexifie d'autant plus les comparaisons (Dey et Rathod,

2013; Zhou et al., 2008). Lorsque la puissance réellement transmise au produit est connue, il

faut ensuite prendre en compte la durée de traitement (détermination de l'énergie transmise)

et le volume ou le poids d'échantillon traité. 

Dans ce travail de thèse, nous nous sommes trouvés confrontés à cette difficulté de

comparaison,  car  l'essentiel  des  études  ne  fournit  pas  les  informations  permettant

d'apprécier l'énergie réellement transmise à l'échantillon. Des éléments de discussion seront

tout de même apportés par rapport à d'autres études, en sachant qu'il ne s'agit pas d'une

comparaison au sens strict en raison de ces différences de conditions opératoires. Ici, il a

donc  été  décidé  d'exprimer  l'énergie  réellement  apportée  à  l'échantillon  en  W.h.kg-1  de

mélange réactionnel,  avec la  prise  en compte du rendement  énergétique du  réacteur  à

ultrasons  (SONITUBE®) (de  l'ordre  de  85  %, une  réelle  calorimétrie  n'ayant

malheureusement pas pu être effectuée pour des raisons techniques et matérielles), de la

durée de traitement et du poids de mélange réactionnel traité.

Néanmoins, d'après les données de la littérature, il semble que les ultrasons agiraient

sur l'hydrolyse enzymatique à deux niveaux :  au niveau de l'enzyme et  au niveau de la
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réaction d'hydrolyse dans sa globalité.

IV.4.2.1. Ultrasons & enzymes

La plupart  des travaux recensés étudient  le  mécanisme d'action  des ultrasons sur

l'activité des enzymes de type polysaccharidases. L'augmentation d'activité de ces enzymes

soumises aux ultrasons a été décrite dans différentes études (Barton et al., 1996; Souza et

al., 2013; Sulaiman et al., 2010), elle pourrait être expliquée par une meilleure stabilité du

site  actif  de  l'enzyme  via  des  modifications  au  niveau  de  leurs  structures  secondaires

(Bashari  et  al.,  2013).  Cependant,  une  étude  a  montré  qu'une  cellulase  commerciale

préalablement   traitée  par  des  ultrasons était  ensuite moins  active  en présence de son

substrat. En revanche, lorsque cette même enzyme est soumise aux ultrasons en présence

de son substrat, le rendement d'hydrolyse est augmenté. Il semble donc que l'amélioration

du transfert de matière induit par la sonication compense l'éventuel effet négatif direct des

ultrasons sur l'activité de cette enzyme (Szabó et Csiszár, 2013).

Les ultrasons auraient  également un effet  au niveau de certains facteurs impliqués

dans  l'activité  des  enzymes.  En  effet,  ils  peuvent  diminuer  la  température  nécessaire  à

l'activation des enzymes, de 40 % pour une amyloglucosidase (Leaes et al., 2013a) à 80 %

pour une amylase (Souza et al., 2013). D'autres études ont, quant à elles, montré que la

température optimale de l'enzyme peut être inchangée en présence d'ultrasons mais son

activité est tout de même augmentée  (Bashari  et al., 2013; Wang  et al., 2011). Enfin, les

ultrasons modifieraient également le comportement des enzymes vis-à-vis du pH (Leaes et

al., 2013a).

Plusieurs paramètres peuvent modifier l'effet des ultrasons sur les enzymes : la nature

de l'enzyme, le substrat, les paramètres de sonication et le type de réacteur utilisé. À l'heure

actuelle, il ne peut donc pas y avoir de généralisation d'un mécanisme d'action  (Özbek et

Ülgen, 2000; Szabó et Csiszár, 2013).

IV.4.2.2. Ultrasons & réaction d'hydrolyse

Outre l'effet des ultrasons sur l'enzyme proprement dite, leur effet positif sur l'hydrolyse

enzymatique  peut  s'expliquer  par  le  phénomène  de  cavitation,  qui  induit  (Subhedar  et

Gogate, 2013; Yachmenev et al., 2009) :

• une amélioration de la diffusion des enzymes dans le milieu

• une dégradation de la surface de la biomasse
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• une meilleure pénétration des enzymes

• une amélioration des transferts de matière : pénétration des enzymes

et diffusion des produits d'hydrolyse dans le milieu

• une meilleure accessibilité au substrat

• une prévention de l'agglomération des enzymes en homogénéisant le milieu

Une étude a également montré, par des observations en microscopie électronique à

balayage,  que  la  surface  des  parois  végétales  d'une  graminée  soumise  au  couplage

ultrasons-enzymes présentait  des perforations qui,  selon les auteurs, faciliteraient l'entrée

des enzymes (Easson et al., 2011).

D'après  ces  éléments,  la  Figure  25 illustre  ce qui  pourrait  se  passer,  de  façon

hypothétique,  à la  surface de biomasses végétales lorsqu'elles sont  soumises à l'UAEH.

L'implosion des bulles de cavitation va dégrader la paroi et faciliter ainsi l'accès des enzymes

à leur substrat tout en permettant la diffusion dans le milieu d'extraction des composés et

des produits de la réaction d'hydrolyse.
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Figure  25 :  hypothèse  schématique  de  ce  qui
pourrait se passer au niveau d'une paroi végétale
soumise  à  l'UAEH.  a :  formation  de  bulles  de
cavitation dans le milieu. b : implosion des bulles
de  cavitation  à  la  surface  de  la  paroi.  c :
dégradation  de  la  paroi,  s'accompagnant  de  la
diffusion  des  enzymes  dans  la  biomasse  et  de
l'extraction  dans  le  milieu  de  molécules  et  des
produits d'hydrolyse
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IV.4.3. Choix des paramètres de l'UAEH

L'objectif de cette étude étant d'intensifier l'hydrolyse enzymatique par les ultrasons,

les  enzymes  doivent  préservent  leur(s)  activité(s).  Or,  les  ultrasons  peuvent  aussi  être

utilisés  pour  dégrader  ou  inactiver  des  enzymes,  par  exemple  dans  l'agroalimentaire

(O’Donnell  et  al.,  2010),  lorsque  la  nature  du  produit  ne  permet  pas  une  inactivation

thermique (± 100 °C,  une  dizaine de minutes)  (Delgado-Povedano et  Luque  de  Castro,

2015).

Le choix des paramètres de sonication et d'hydrolyse est donc très important pour que

l'hydrolyse enzymatique soit  intensifiée  et  non diminuée.  Différents  facteurs  doivent  être

considérés, ils devront être adaptés aux enzymes, aux composés ciblés et à la biomasse : le

type de réacteur (sonde, bain, réacteur tubulaire,...), la fréquence, l'intensité, la puissance, la

durée  de  sonication  et  la  température  (Delgado-Povedano  et  Luque  de  Castro,  2015;

Subhedar et Gogate, 2013). Dans la majorité des études, lorsque la puissance et l'intensité

ultrasonore  sont  augmentées,  le  risque  d'inactiver  les  enzymes  augmente  également

(Delgado-Povedano et Luque de Castro, 2015; Kwiatkowska et al., 2011). Ainsi, la fréquence

ne devrait pas dépasser 50 à 100 kHz, au risque d'inactiver les enzymes  (Rehman  et al.,

2013; Subhedar et Gogate, 2013).

En se plaçant dans des conditions adaptées, le couplage utrasons-enzymes peut donc

permettre :  d'accélérer  l'hydrolyse  (Liao  et  al.,  2015;  Liu  et  al.,  2014;  Peña-Farfal  et  al.,

2005), d'abaisser  la  température  d'hydrolyse  (Leaes  et  al.,  2013a) et  d'utiliser  moins

d'enzymes (Lunelli et al., 2014; Rehman et al., 2013).

IV.4.4. Applications aux végétaux supérieurs

Depuis une dizaine d'années, de plus en plus d'études utilisent l'extraction assistée par

ultrasons et  par hydrolyse enzymatique (UAEH) pour améliorer  l'extraction de différentes

molécules d'origine végétale.

Le couplage ultrasons-enzymes est employé pour faciliter, accélérer ou augmenter les

rendements d'extraction obtenues dans l'étape de saccharification de biomasses végétales

lignocellulosiques, connues pour être particulièrement difficiles à dégrader  (Rehman  et al.,

2013; Subhedar et Gogate, 2013; Yachmenev et al., 2009). Cette étape de saccharification

doit  être  la  plus  efficace  possible  pour  maximiser  par  la  suite  la  production  d'éthanol

(Kwiatkowska  et  al.,  2011).  Dans  ces  études,  les  enzymes  utilisées  sont  des
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polysaccharidases, principalement des cellulases (Lunelli et al., 2014; Rehman et al., 2013;

Yachmenev et al., 2009), des amylases et des amyloglucosidases (Leaes et al., 2013b). Une

étude a ainsi montré que le rendement d'extraction des sucres fermentescibles des résidus

du  manioc  passait  de  60  %  pour  l'hydrolyse  enzymatique  seule  à  82  % en  présence

d'ultrasons  (Leaes  et  al.,  2013b).  Il  a  également  été  rapporté,  sur  une  graminée,  une

augmentation de 7,5 % des sucres réducteurs libérés par rapport à l'utilisation des enzymes

seules  (Easson  et  al.,  2011).  L'UAEH a  également  permis  d'augmenter  l'extraction  des

sucres fermentescibles de la bagasse de la canne à sucre (Lunelli et al., 2014).

L'extraction assistée par ultrasons et par hydrolyse enzymatique a également montré

son  efficacité  dans  l'extraction  de  différentes  molécules  végétales.  Par  exemple,  les

rendements d'extraction de pigments (lutéoline et  apigénine)  du céleri  sont  26 à 32 fois

supérieurs à ceux obtenus conventionnellement (sans enzymes et sans ultrasons) (Zhang et

al., 2011). L'UAEH favoriserait également l'extraction de polysaccharides végétaux, tels que

les polysaccharides hydrosolubles des baies de Goji (Liu et al., 2014). Les polysaccharides

extraits ont parfois des activités antioxydantes (Wu et al., 2014) qui sont augmentées grâce

au couplage (Chen et al., 2012).

IV.4.5. Intérêts de l'UAEH pour les macroalgues

L'UAEH s'est montrée performante sur différentes biomasses végétales, dont certaines

particulièrement  difficiles  à  hydrolyser,  même  avec  des  enzymes  adaptées.  Il  est  donc

envisageable que ce couplage soit une solution intéressante pour faciliter la dégradation de

la  paroi  des macroalgues et  l'extraction  de molécules.  En effet,  les  ultrasons pourraient

compenser la non-spécificité d'action des enzymes, puisqu'à l'heure actuelle il n'existe pas

de préparations enzymatiques commerciales spécifiques aux macroalgues. 

À notre connaissance, et d'après les résultats d'une étude bibliométrique présentés

ci-dessous,  très  peu  de  travaux  se  sont  intéressés  à  l'application  des  ultrasons  et  des

enzymes pour dégrader  la  paroi  des macroalgues,  qui  constitue le  principale obstacle à

l'extraction de leurs composés.

Deux  études  ont  néanmoins  montré  que  l'hydrolyse  enzymatique  de  macroalgues

assistée par ultrasons présentait un intérêt pour des applications analytiques afin d'améliorer

le dosage de certaines molécules. Ainsi, l'analyse de la composition élémentaire de Palmaria

palmata a gagné en précision grâce à ce couplage, avec un rendement d'extraction proche

de 100 % pour certains éléments lorsque les ultrasons étaient couplés à la pepsine, et de

l'ordre de 80 % quand ils étaient couplés à la trypsine ou à l'α-amylase. De plus, le couplage
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a  également  permis  de  diviser  par  12  la  durée  d'extraction  de  ces  composés  ce  qui

représente un gain de temps indéniable (Peña-Farfal et al., 2005). Plus récemment, l'UAEH

a permis de faciliter l'analyse de la teneur en iode de cinq macroalgues (brunes, rouges et

vertes). Cette analyse est particulièrement délicate car les composés iodés sont associés

aux  protéines  au  niveau  de  certains  acides  aminés,  d'où  la  nécessité  d'une  technique

d'extraction performante. Parmi les polysaccharidases et protéases testées, la pancréatine

(protéase) s'est montrée la plus efficace combinée aux ultrasons, en permettant l'extraction

de 76 à 87 % des composés iodés (Romarís-Hortas et al., 2013).

L'intérêt  de  l'UAEH pour  les  macroalgues  ne  se  cantonne  pas  à  des  applications

analytiques. En effet, deux études ont montré que ce procédé peut, au même titre que sur

les  végétaux  supérieurs,  favoriser  l'extraction  et  la  production  de  molécules  d'intérêt  de

macroalgues.

En 2014, une étude utilisant les ultrasons en présence d'enzyme(s) protéolytique(s) a

noté  une  amélioration  des  rendements  d'extraction  des  polysaccharides  sulfatés  de  la

macroalgue rouge Gracilaria birdiae, ainsi que de leurs activités biologiques (antioxydante et

anticoagulante). Qui plus est, en se plaçant en milieu basique, l'efficacité de l'UAEH était

encore augmentée (Fidelis et al., 2014).

Enfin,  comme  pour  les  biomasses  lignocellulosiques,  il  vient  d'être  montré  sur  la

macroalgue verte Ulva rigida qu'il était possible d'intensifier et d'accélérer sa saccharification

en combinant simultanément les ultrasons et un cocktail  enzymatique (amyloglucosidase,

α-amylase  et  cellulase).  En  effet,  avec  l'UAEH,  en  seulement  30  minutes  le  rendement

d'extraction  du  glucose  de l'algue  est  apparu  trois  fois  plus  élevé  qu'avec  les  enzymes

seules.  De  plus,  l'UAEH  a  permis  d'atteindre  en  seulement  une  heure  le  rendement

d'extraction  obtenu  après  24  heures  d'hydrolyse  enzymatique.  Cette  étude  a  également

montré que les ultrasons étaient un moyen d'intensifier la production de bioéthanol dans un

procédé  en  une  seule  étape.  En  effet,  lorsque  la  saccharification,  la  fermentation  et  la

sonication sont combinées simultanément, le rendement d'éthanol obtenu en trois heures est

plus élevé (1,3 fois) que celui obtenu en 48 heures sans ultrasons (Korzen et al., 2015).
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V. Étude bibliométrique

V.1. Ressources et méthodologie

Une  étude  bibliométrique  a  été  réalisée en  collaboration  avec  la  bibliothèque  La

Pérouse du Centre  Atlantique IFREMER.  L'objectif  de  cette  étude est  d'avoir  une vision

globale  sur  la  thématique  de  ce  travail  de  thèse,  c'est  à  dire  de  voir  l'évolution  des

publications et des concepts, quels sont les pays les plus représentés sur la thématique,

depuis quand ces concepts sont apparus ainsi que les interactions entre eux, s’il y en a.

Pour ce faire, la base de données bibliographique du Web of Science® (WOS) a été

utilisée.  Il  s'agit  d'une  source  d'informations  scientifiques  mais  aussi  une  ressource  de

« référence » pour la production d'indicateurs bibliométriques. Le logiciel d'infométrie Intellixir

a ensuite été utilisé, il permet de nombreuses représentations cartographiques à partir d'un

corpus de données bibliographiques.

Cette  étude  a  été  réalisée  en  Avril  2015  à  partir  des  données  du  WOS pour  les

publications dites de rang A. Une première recherche a été effectuée à partir de groupes de

mots-clés  contenant  différents  termes  tels  que :  algae  /  seaweed  /  red  seaweed  /

Rhodophyceae /  Grateloupia /  Grateloupia  turuturu /  phycoerythrin  /  R-PE  /  Plant  /

vegetable / sonication / ultrasound / cavitation / enzymes / enzymatic hydrolysis / enzymatic

extraction  /  protease  /  carbohydrase  /  polysaccharidase  /  ultrasound  assisted  enzymatic

extraction  /  UAEE  /  ultrasound  assisted  enzymatic  hydrolysis  /  UAEH  /  liquefaction  /

solubilization / extraction / degradation.

Ces mots-clés ont été combinés de façon à mieux cibler les publications entrant dans

la thématique. Les références obtenues par le WOS ont toutes été triées après la lecture de

leur résumé, afin de ne conserver que les plus pertinentes. Ce sont au final 277 références

(réf.) qui ont été retenues et qui ont fait l’objet de l’étude bibliométrique dont les résultats

sont présentés ci-dessous.
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V.2. Résultats de l'analyse

V.2.1. Les concepts de référence

Les concepts sont extraits automatiquement de la notice source (titre, résumé et mots-

clés de la publication), ces concepts peuvent être regroupés par l’utilisateur pour former un

concept  de  référence.  Les  concepts  de  référence  se  distinguent  des  concepts  par  la

présence de crochets de part et d'autre.

Dans  cette  étude,  les  50  principaux  concepts  dont  les  concepts  de  référence

matérialisés par des crochets, sont indiqués dans la Figure 26.  Parmi les 277 publications

retenues,  le  concept  de  référence  qui  revient  le  plus  souvent  est  « algae »,  suivi  par

« seaweed ».  Viennent  ensuite  les  concepts  « ultrasound-sonication »,  « enzymatic

hydrolysis »  et  « extraction ».  Dans  une  moindre  mesure,  sont  également  retrouvés

« bioactivities »,  « biomass »,  « carbohydrate »,  « optimisation-optimum »,  « disruption ».

Enfin,  d’autres  termes  reviennent  même  s’ils  sont  moins  fréquents :  « seaweed

polysaccharides », « red seaweed », « microalgae », « lipid » et « biofuel ».
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Figure 26 : étude bibliométrique, visualisation des 50 principaux concepts et concepts de référence (indiqués entre crochets)



Chapitre I : Étude bibliographique

V.2.2. Répartition géographique des études du corpus

Les 277 publications sélectionnées constituant ce corpus sont issues de laboratoires

présents principalement dans trois régions du globe, comme illustré dans la Figure 27. L'Asie

est  en première  position  avec la  Chine,  la  Corée du Sud,  l’Inde et  le  Japon,  suivie  de

l'Europe avec en première place la France, suivie par l’Espagne et le Royaume-Uni et enfin

les États-Unis. La Chine et la Corée du Sud apportent chacune 46 publications, la France en

apporte quant à elle 33.

V.2.3.      Co-occurences entre concepts

Les co-occurrences ont pour intérêt de mettre en avant les publications communes à

deux concepts. En se fixant un minimum de 40 co-occurrences, cette étude bibliométrique a

permis de montrer que parmi les 277 publications retenues, plus de 150 sont présentes sous

le concept de référence « enzymatic hydrolysis » et une centaine sont co-occurrentes avec

le  concept  « seaweed ».  En  revanche,  il  n’y  a  pas  de  relation  entre  les  concepts

« ultrasound-sonication »  et  « seaweed ».  Ceci  montre  que  l’hydrolyse  enzymatique  est

beaucoup  plus  développée  sur  les  macroalgues  que  les  techniques  de  sonication.  En

revanche, 45 publications sont communes au concept « microalgae » (52 réf.) et au concept

« ultrasound-sonication » (124 réf.) ce qui confirme que les ultrasons sont pour le moment

plus appliqués sur les microalgues que sur les macroalgues.
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V.2.4. É  volution temporelle des concepts de référence

L’évolution des 25 premiers concepts de référence, de 1975 à avril 2015, est présentée

dans la Figure 28.

En  s’intéressant  plus  particulièrement  aux  quatre  principaux  concepts  relatifs  à  la

thématique de cette thèse, il ressort que le concept « ultrasonic extraction » est relativement

récent.  Les travaux associés ont  été publiés essentiellement  à partir  de 2010 avec trois

publications, en 2014 le nombre d'articles publiés est passé à six. En avril 2015 déjà cinq

publications étaient indexées dans le WOS, ce qui laisse penser qu’à la fin de cette année le

nombre d’articles relatifs à ce concept sera plus élevé qu’en 2014. Le concept « ultrasound-

sonication » a émergé en 2005 avec trois publications. Le nombre de publications recouvrant

ce domaine ne cesse d’augmenter avec 33 publications en 2014 et déjà 21 en avril 2015.

Concernant le concept « enzymatic hydrolysis », d'après ces 277 publications, c'est à partir

des  années  1990  que  ce  concept  s'est  développé  (2  réf.  en  1995). L’essentiel  des

publications datent du début des années 2000, avec un nombre d’articles de plus en plus

important à partir de 2010. En effet, le nombre de références est passé de 6 à 33 entre 2010

et  2014.  D'après  le  concept  « seaweed »,  l'augmentation  des  articles  relatifs  aux

macroalgues  est  marquée  depuis  les  années  2010.  En  effet,  entre  2010  et  2014  les

publications liées à ce concept sont passées de 7 à 29.

La thématique de cette thèse est donc récente au regard de ces données portant sur

les 277 références retenues pour cette étude.
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Figure 28 : évolution temporelle des 25 premiers concepts et concepts de référence. Les rectangles bleus indiquent les quatre principaux concepts de ce travail de thèse
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V.2.5. Analyses ciblées

Ce travail  de thèse porte sur deux procédés, l’hydrolyse enzymatique et l’extraction

assistée par ultrasons, appliqués seuls ou combinés sur des macroalgues. Parmi les 277

références  retenues il  a  été  décidé  de  réaliser  deux  études  ciblées.  Pour  ce  faire,  des

champs personnalisés ont  été créés et  combinés,  les concepts relatifs à chacun de ces

champs sont sélectionnés.

La première étude ciblée a concerné l’hydrolyse enzymatique avec pour objectif  de

déterminer dans ce corpus bibliographique quelle catégorie d’enzyme est la plus retrouvée.

Des champs personnalisés ont  été créés et  combinés de la façon suivante :  [Enzymatic

hydrolysis] + [Polysaccharidase] + [Protease] + [Enzymes for seaweed]. Cette étude montre

que ce sont bien les polysaccharidases seules (33 réf.) qui sont les plus utilisées dans ce

corpus,  suivies par  les polysaccharidases spécifiques aux algues (20 réf.)  telles que les

carraghénases  et  les  agarases,  et  enfin  les  protéases  (3  réf.).  Des  combinaisons

polysaccharidases  et  protéases  sont  également  observées  (15  réf.).  Dans  une  moindre

mesure  des  combinaisons  de  polysaccharidases  spécifiques  et  non  spécifiques  sont

retrouvées (8 réf.).

La deuxième étude ciblée a pour objectif de cartographier les publications relatives à

chacun  des  deux  procédés  étudiés  et  à  leur  combinaison.  Pour  ce  faire  des  champs

personnalisés ont été créés et combinés : [Ultrasound-sonication] + [Ultrasonic extraction] +

[seaweed] + [enzymatic hydrolysis].  La  Figure 29 présente la cartographie des études et

leurs interactions, quand il y en a, avec différents champs personnalisés.
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Figure 29 : analyse ciblée des études portant sur l'hydrolyse enzymatique et/ou les ultrasons appliqués aux macroalgues. Les cercles noirs indiquent les publications
dans lesquelles il est question de macroalgue, d'hydrolyse enzymatique et d'ultrasons.
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D'après  la  Figure  29,  98  publications  sur  les  277  sont  relatives  à  l’hydrolyse

enzymatique de macroalgues, ce qui montre que ce procédé est déjà bien implanté dans le

domaine des macroalgues. Seulement 29 publications mentionnent à la fois les macroalgues

et  les  ultrasons,  neuf  d’entre  elles  sont  à  proprement  parlé  de  l’extraction  assistée  par

ultrasons ([Ultrasonic extraction]) appliquée aux macroalgues. Les éléments entourés en noir

indiquent le nombre de publications associant les trois ou quatre champs personnalisés :

[Ultrasound-sonication] et/ou [Ultrasonic extraction] + [seaweed] + [enzymatic hydrolysis]. Il

n’y a que huit publications pour lesquelles il est question à la fois d’hydrolyse enzymatique,

d’ultrasons et de macroalgues. 

Cette analyse, via des champs personnalisés, met bien en avant le côté innovant de

l’application des ultrasons et des enzymes sur les macroalgues.  De plus,  parmi ces huit

études,  toutes  ne  portent  pas  sur  l'extraction  assistée  par  ultrasons  et  par  hydrolyse

enzymatique (UAEH) au sens strict. En effet, comme indiqué dans le  Tableau IX, ces huit

publications peuvent être séparées en deux catégories : 

• les études qui comparent les deux procédés sans les combiner

• les études qui réalisent l'extraction assistée par ultrasons et par

hydrolyse enzymatique de façon simultanée ou séquentielle.  Parmi

ces  études  certaines  utilisent  ce  procédé  à  des  fins  analytiques,

d'autres  pour  extraire  des  composés  d'intérêt  en  vue  de  leur

valorisation.

Cette étude bibliométrique a donc permis de mettre en évidence le caractère innovant

de l'application simultanée des enzymes et  des ultrasons sur  les macroalgues.  En effet,

d'après  le  Tableau  IX,  fin  2012  au  début  de  ce  travail  de  thèse,  il  n'y  avait  que  deux

publications indexées dans le WOS pour lesquelles les ultrasons et les enzymes étaient

combinés  et  utilisés  sur  des  macroalgues  à  des  fins  analytiques.  Les  deux  premières

publications faisant mention d'un procédé d'extraction assistée par ultrasons et par hydrolyse

enzymatique (UAEH), sur les macroalgues, datent seulement de 2014 et 2015.
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Tableau IX: liste des huit publications indexées au WOS en avril 2015 faisant référence à l'utilisation d'ultrasons et d'enzymes sur des macroalgues

Référence Macroalgue(s) Application(s) et Objectif(s) Conclusion(s) étude

Hydrolyse
enzymatique
et ultrasons

séparés

(Karray et al., 2015) Ulva rigida
Production de biogaz
Comparaison de prétraitements (chimiques ; hydrolyse 
enzymatique glucanase et β-glucosidase ; ultrasons)

Méthode retenue : hydrolyse enzymatique

(Kadam et al., 2013) Macroalgues
Revue de synthèse sur les nouvelles technologies 
d'extraction potentielles pour les macroalgues

Intérêt des ultrasons et de l'hydrolyse 
enzymatique. 

(Hahn et al., 2012)
Macroalgues

brunes
Revue de synthèse sur les nouvelles techniques 
d'extraction des fucoïdanes de macroalgues brunes

Intérêt des ultrasons et de l'hydrolyse 
enzymatique. 

Hydrolyse
enzymatique
et ultrasons
combinés

(Romarís-Hortas et al.,
2013)

Plusieurs espèces :
rouges, vertes et

brunes

Analytique (acides aminés iodés et iodures)
Comparaison de prétraitements (extraction alcaline par 
microondes ; hydrolyse enzymatique protéases / 
polysaccharidases ; ultrasons + pancréatine)

Méthode retenue : couplage des ultrasons et 
de l'hydrolyse enzymatique en utilisant la 
pancréatine.

(Narukawa et al., 2012)
3 macroalgues

brunes et 1 rouge

Analytique (arsenic inorganique)
Comparaison de procédés d'extraction (hydrolyse 
acide/alcaline ; ultrasons seuls ; enzymes pepsine / 
amylase ; pepsine+ultrasons ; combinaisons de méthodes)

Méthode retenue : extraction assistée par 
ultrasons dans de l'eau

(Peña-Farfal et al.,
2005)

Palmaria palmata

Analytique (composition élémentaire, métaux)
Comparaison de prétraitements (hydrolyse enzymatique 
pepsine / α-amylase / tryspine; extraction acide par micro-
ondes ; UAEH)

Méthode retenue : couplage des ultrasons et 
de l'hydrolyse enzymatique en utilisant la 
pepsine. La durée d'extraction passe alors de 6
h à 30 min, rendements proches de 100 %

(Fidelis et al., 2014) Gracilaria birdiae

Extraction de polysaccharides sulfatés bioactifs
Comparaison de procédés d'extraction (hydrolyse 
enzymatique (protéases) +/- ultrasons, dans de l'eau ou en 
milieu alcalin)

Méthode retenue : intérêt du couplage 
ultrasons+protéases que ce soit en milieu 
aqueux ou alcalin. Activités anticoagulantes et 
antioxydantes des polysaccharides sulfatés 
plus marquées en milieu alcalin

(Korzen et al., 2015) Ulva rigida

Production de bioéthanol en une seule étape
Comparaison de l'hydrolyse enzymatique 
(amyloglucosidase+amylase+cellulase) seule et combinée 
aux ultrasons pour l'extraction du glucose servant à la 
fermentation

Intérêt du couplage simultané enzymes + 
ultrasons pour la libération du glucose : gain de
temps et rendements plus élevés. Ce même 
constat est fait pour 
enzymes+ultrasons+fermentation (en 
simultané)
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I. Matériel biologique : Grateloupia turuturu

Les algues ont été collectées au cours de deux prélèvements d'environ 100 kg chacun

effectués aux printemps 2013 et 2014, dans la zone intertidale de la Côte Atlantique (Plage

Valentin, Batz-sur-Mer (44)). Une fois prélevées, les algues sont disposées dans des caisses

(Figure 30) afin d'éliminer un maximum d'eau, une fois remplies ces caisses sont placées

dans un conteneur isotherme, à l'abri de la lumière.

Les algues, conservées au frais lors du transport,  ont été triées au laboratoire afin

d'éliminer  les  autres  espèces  et  les  épiphytes.  Elles  ont  rapidement  été  essorées  et

épongées sur papier absorbant avant d'être conditionnées dans des sacs, mis sous vide

(Boulanger INV 40), puis stockés à  - 20°C. La contenance unitaire des sacs est de 500 à

700 g.

II. Matériel enzymatique

Les enzymes utilisées dans ce travail  de  thèse sont  des complexes enzymatiques

industriels. Elles ont été sélectionnées afin de répondre au mieux aux contraintes liées à la

fois à la préservation de la R-PE et à l'application des différents procédés étudiés, soit une

température optimale proche de 40 °C et un pH de l'ordre de 5,5. D'après les préconisations

des  fournisseurs  et  la  complémentarité  des  activités  principales  et  secondaires,  quatre

complexes  enzymatiques  ont  été  retenus.  Leurs  caractéristiques  sont  indiquées  dans  le

Tableau X.  À titre informatif,  l'activité exprimée en unité par g (U/g) est indiquée lorsque
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l'information était disponible auprès du fournisseur, il en est de même pour le numéro E.C.

sous lequel est classé chacune de ces quatre enzymes. Deux complexes sont sous forme de

poudre et deux autres sont sous forme liquide.

Ces quatre complexes enzymatiques ne sont pas purifiés, d'où la mention d'activités

dites  secondaires  pour  certains  d'entre  eux (Tableau X).  Ils  sont  initialement  destinés  à

différentes applications industrielles :

• l'industrie des jus (fruits et légumes) (Sumizyme MC)

• la production de vin (Sumizyme TG)

• l'industrie brassicole (Ultraflo® XL)

• l'industrie valorisant les déchets végétaux lignocellulosiques (Multifect® CX

15L)

Tableau  X :  caractéristiques  des  complexes  enzymatiques  composant  le  cocktail  enzymatique :
activités, valeurs de pH et de températures minimales (min), maximales (max) et optimales (opt)

Activité(s) pH Température(s) (°C)

Principale(s) Secondaire(s) Min Max Opt Min Max Opt

Sumizyme TG

EC 3.2.1.6 (poudre)

Takabio

ß-1,3- glucanase
Botrytis glucanase

(100 U/g)1
- 3,5 8 4 40 50 50

Sumizyme MC

EC 3.2.1.15 (poudre)

Takabio

Polygalacturonase
(PGU (FLS) 2 000 U/g)2

Protéase
Amylase

5 6 5 40 45 45

Multifect® CX 15L

EC 3.2.1.4 (liquide)

DuPontTM

Cellulase
(2200-2800 CMCU/g)3

ß glucosidase
(450-775 U/g)

- 4 6 5 35 65 55

Ultraflo® XL

EC 3.2.1.6 (liquide)

Novozymes®

ß glucanase (endo-
1,3(4-))

(500 BGU/g)4

Xylanase
α amylase

Nd Nd 6 40 65 Nd

1 unités par g ; 2 unités poly galacturonase; 3 unités carboxyméthylcellulose; 4 unités bêta-glucane

Afin  de  déterminer  la  composition  biochimique  de  ce  cocktail  enzymatique,  une

solution aqueuse de ces quatre complexes enzymatiques a été réalisée en respectant les

proportions utilisées lors des expérimentations.  Une partie a été lyophilisée et  une autre

conservée à - 20 °C pour analyses. 
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III. Procédé d'extraction conventionnel de composés hydrosolubles

Il s'agit d'une extraction solide-liquide effectuée à partir d'algues lyophilisées réduites

en  poudre  par  cryobroyage  dans  de  l'azote  liquide.  Cette  poudre  d'algue  est  mise  en

suspension  dans  un  solvant  d'extraction,  selon  un  ratio  de  1/20  (m/v),  déterminé

précédemment au laboratoire  (Munier,  2013). Le solvant habituellement employé dans le

laboratoire est du tampon phosphate (pH 7,1 ; 20 mM) (Denis, 2009; Munier, 2013). L'eau du

réseau ajustée à pH 5,5 (HCl 6 M) a également été utilisée car il s'agit du solvant d'extraction

dans lequel les procédés étudiés ont été réalisés. L'extraction est effectuée pendant 20 min

à 4 °C, les suspensions sont ensuite centrifugées à 25000 g pendant 20 minutes à 4 °C.

Chaque extraction est effectuée en triplicat.

IV. Procédés d'extraction innovants de composés hydrosolubles 

IV.1. Schéma général

Trois procédés d'extraction ont été développés, au sein d'un même système, sur des

bases communes. La  Figure 31 propose un schéma général (a) présentant les éléments

constituant  la  base  du  système.  La  photographie  (b)  du  système  illustre  les  différents

éléments :

• un réacteur en verre à double enveloppe d'une capacité de 5 L (A)

• un  réacteur  tubulaire  à  ultrasons  (SONITUBE®)  (B1)  et  son

générateur (B2)

• une  pompe péristaltique  (Leroy® Somer ;  Heidolph  PD 5006  –  SP

standard) (C)

• un agitateur à pales pour l'homogénéisation du mélange réactionnel

(Stuart® Overhead Stirrer SS20) (D)

• deux échangeurs de chaleur montés en parallèle :  un groupe froid

(Hitema® ESE 010) (E) et un bain marie (Memmert) (F) permettant de

réguler,  manuellement,  la  température dans le  réacteur  grâce à  la

circulation  de  glycol  dans  la  double  enveloppe.  Un  système  de

vannes permet de passer rapidement de l'un à l'autre

• deux sondes de température placées en sortie des ultrasons/entrée

du réacteur (Hanna instruments checktemp 1) et dans le réacteur.
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L'ensemble du système est placé dans une pièce climatisée, à l'obscurité.

IV.2. Prétraitement des algues : broyage

Les algues nécessitent d'être broyées afin de permettre leur mise en suspension et la

circulation  du  mélange  dans  le  système.  Le  broyage  est  effectué,  après  décongélation

partielle,  à  l'aide  d'un  broyeur  à  couteaux  (Microcut  Stephan  MC 15,  couteau  taille  1).

Les algues, une fois broyées, sont réparties dans des sacs (500 à 700 g par sac) mis sous

vide puis stockés à - 20 °C.
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Figure  31 :  a :  schéma du système;  b : photographie de l'ensemble du système. (A)
réacteur en verre à double enveloppe, (B1) et (B2) SONITUBE®, (C) pompe péristaltique,
(D) agitateur à pales, (E) groupe froid et (F) bain marie
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IV.3. Préparation du mélange réactionnel

Le mélange réactionnel est composé d'algues broyées dispersées dans de l'eau du

robinet (20 % d'algues humides, p/p). Le pH initial du mélange est mesuré puis ajusté à pH

5,5 ± 0,1 par l'ajout d'HCl 6 M. Tous les essais ont été effectués avec 650 à 660 g d'algues

broyées soit 3250 à 3300 g de mélange réactionnel. Pour chaque essai, environ 100 g du lot

d'algues broyées sont réservés à 4 °C, afin de déterminer ultérieurement les teneurs en eau

et en cendres.

Le  mélange  est  ensuite  introduit  dans  le  réacteur,  homogénéisé  sous  agitation

modérée (100 rpm), puis mis en circulation après réglage de la pompe péristaltique au débit

souhaité (L.h-1). Les mesures de débit sont effectuées en triplicat à l'aide d'une éprouvette

graduée  et  d'un  chronomètre.  La  réalisation  de  l'ensemble  de  ces  étapes  préliminaires

nécessite une trentaine de minutes, à l'obscurité, durée pendant laquelle les algues broyées

sont dispersées dans l'eau.

IV.4. Extraction assistée par hydrolyse enzymatique (enzyme-assisted 

extraction, EAE)

Après préparation du mélange réactionnel et ajustement du débit, les enzymes sont

ajoutées lorsque la température dans le réacteur est proche de 40 °C, ce qui détermine le

début (T0) de l'expérimentation. La quantité d'enzymes ajoutée a été fixée, pour l'ensemble

de ce travail, à 1 % de chaque enzyme par rapport au poids d'algue humide, soit 0,2 g de

chaque enzyme pour 100 g de mélange (0,2 % p/p).  Les essais sont réalisés en excès

d'enzymes, l'objectif de ce travail n'étant pas d'optimiser le ratio enzyme/substrat.

IV.5. Extraction assistée par ultrasons (ultrasound-assisted extraction, UAE)

Le réacteur à ultrasons est un réacteur tubulaire (SONITUBE® 35 kHz, SYNETUDE

SAS)  (Figure  32). Il  se  présente  sous  la  forme  d'un  cylindre  dans  lequel  le  mélange

réactionnel circule en continu. Un transducteur (ou émetteur) permet de générer les ondes

ultrasonores, l'amplitude de ces ondes est ajustée mécaniquement au niveau du booster, ces

ondes vibratoires sont ensuite transmises à une cellule de sonication appelée sonotrode.

C'est au niveau de la sonotrode, et sur l'ensemble de la surface du tube, que le mélange

réactionnel est soumis aux ultrasons. Au niveau du générateur, l'amplitude peut être réglée

de 50 à 100 %, correspondant à une puissance comprise entre 200 et 400 W environ.  Le

rendement énergétique du SONITUBE® est  de l'ordre de 85 %. La sonotrode a un volume

interne de 70 mL pour une surface interne (extrémités de la sonotrode incluses) de 14530
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mm2 (communication personnelle SYNETUDE).

L'extraction  assistée par  ultrasons est  démarrée (T0)  après ouverture  de la  vanne

d'arrivée d'air comprimé servant au refroidissement du transducteur, et la mise en service du

générateur à ultrasons.

IV.6. Extraction assistée par ultrasons et par hydrolyse enzymatique 

(ultrasound-assisted enzymatic hydrolysis, UAEH)

Il  s'agit  de  la  combinaison  simultanée  de  l'extraction  assistée  par  hydrolyse

enzymatique (EAE) et de l'extraction assistée par ultrasons (UAE). Dans l'UAEH, le procédé

débute (T0) lorsque les quatre complexes enzymatiques composant le cocktail enzymatique

sont ajoutés puis le SONITUBE®  allumé.

IV.7. Paramètres suivis en cours d'extraction

Au cours du temps, différents paramètres sont suivis et/ou contrôlés afin de s'assurer

de la bonne mise en œuvre des extractions :

• Suivi et régulation des températures

La  température  à  l'intérieur  du  réacteur  est  mesurée  de  façon  continue  afin  de

maintenir la température de consigne (± 1 °C). A chaque prélèvement, les températures en

sortie du SONITUBE®, dans la pièce, et au niveau de l'échangeur de chaleur sont également

relevées.

• 96 •

Figure  32 :  schéma  du  SONITUBE®.  Les  flèches  bleues  représentent  la
propagation des ultrasons. a : section horizontale ; b : section verticale
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Remarque : il convient de prendre en considération l'échauffement du mélange réactionnel

en cours de sonication et d'adapter en conséquence la température de l'eau glycolée au sein

de  la  double  enveloppe.  Cette  régulation  est  effectuée  manuellement tout  au  long  des

essais. L'objectif est d'atteindre la température désirée dans le réacteur au bout d'une durée

similaire de traitement (20 à 30 minutes), ceci quels que soient les paramètres d'extraction

(débit, puissance et température). Plus la puissance de consigne du SONITUBE® est élevée,

plus l'échauffement est rapide et important.

• Suivi du pH

Les mesures de pH sont  réalisées au cours du temps à l'aide d'une sonde de pH

couplée à une sonde de température permettant de prendre en compte les variations de

températures au cours des extractions (Radiometer analytical TitraLab® 854).

• Suivi de la puissance

Les  variations  de  puissance  indiquées  au  niveau  du  générateur  d'ultrasons  sont

relevées au cours du temps en prenant les valeurs (minimales et maximales) affichées. Ces

valeurs  permettront  de  calculer  l'énergie  reçue  (E  en  W.h)  par  le  mélange  à  la  fin  de

l'extraction (Equation 1), cette énergie peut ensuite être rapportée au poids de mélange traité

(E' en W.h.kg-1) (Equation 2). 

Avec, E : énergie reçue (W.h) ; P : puissance reçue (W) ; t : durée de sonication (h)

Avec,  E' :  énergie apportée au kilo de mélange réactionnel (W.h.kg-1) ;  E :  énergie reçue

(W.h); M : poids de mélange réactionnel traité (kg).

• Suivi du débit

Le débit est mesuré à deux reprises, avant le début de l'extraction et juste après l'avant

dernier prélèvement.

IV.8. Prélèvements et fractionnement

Des prélèvements d'environ 30 mL sont réalisés,  à intervalles réguliers, en sortie du

SONITUBE®. Après mesure du pH, ils sont pesés puis centrifugés pendant 30 minutes à

15500 g et  20 °C (Beckman Coulter  Avanti® J-E Centrifuge).  Les deux phases (culot  et
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surnageant) sont séparées, pesées puis stockées à - 20°C.

En fin d'expérimentation, le reste de mélange réactionnel contenu dans le réacteur est

récupéré  puis  centrifugé  pendant  30  minutes  à  8200  g  et  20  °C  (la  centrifugeuse  ne

permettant pas d'atteindre des vitesses supérieures à 8200 g pour des gros volumes).

Remarque :  aucune  différence  probante  n'a  été  constatée  entre  les  deux  vitesses  de

centrifugation.  Les  résultats  présentés  ont  tous  été  obtenus  sur  des  prélèvements

centrifugés à 15500 g.

Le  système  est  nettoyé  en  faisant  circuler  une  solution  diluée  de  soude  pendant

quelques dizaines de minutes, plusieurs rinçages à l'eau sont ensuite effectués. 

IV.9. Schéma global des procédés étudiés

La  Figure  33 résume  schématiquement  les  principales  étapes  des  trois  procédés

d'extraction étudiés (EAE, UAE et UAEH). Dans la mesure du possible toutes les étapes sont

effectuées à  l'obscurité.  La préparation  du mélange réactionnel  et  le  fractionnement  des

prélèvements sont  des étapes identiques pour  les  trois  procédés.  L'extraction  témoin se

différencie uniquement par l'absence d'enzymes et d'ultrasons. 
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V. Analyses biochimiques

V.1. Détermination de la matière sèche

La détermination de la teneur en matière sèche (MS) des échantillons est  réalisée

selon deux méthodes. Les analyses sont effectuées en triplicat.

La matière sèche est déterminée par gravimétrie, à partir de 10  ± 1 g d'échantillon

humide et broyé, pesé dans une coupelle métallique placée ensuite pendant 24 heures dans

une étuve réglée à 105  ± 2 °C. La teneur en matière sèche est exprimée en pourcentage

d'algue fraîche (Alg.F) ou d'échantillon frais (MF). Cette technique est certes la plus précise,

mais elle est dénaturante. C'est pourquoi, les échantillons disponibles en faible quantité et

dont la composition ne doit pas être altérée, sont lyophilisés (Cryotec, type pilote 1.5 CCPS)

pendant 72 heures. La lyophilisation permet ainsi de déterminer, par gravimétrie, la matière
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UAE et UAEH, (E : enzymes et US : ultrasons).
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sèche estimée (MS estimée) exprimée en pourcentage d'algue fraîche (% Alg.F) ou d'échantillon

frais (MF).

V.2. Détermination des cendres

La teneur  en cendres est  déterminée de façon gravimétrique à partir  de 10  ± 1 g

d'échantillon  frais  ou  1  ± 0,1  g  d'échantillon  lyophilisé.  L'échantillon  est  pesé  dans  un

creuset, qui est ensuite disposé dans un four à moufle à 550 °C pendant une nuit (Furnace

62700, Barnstead Thermolyne). La teneur en cendres est exprimée en pourcentage d'algue

sèche (% Alg.S) ou en pourcentage d'échantillon sec (% MS). Les analyses sont effectuées

en triplicat.

V.3. Évaluation de la liquéfaction

Le terme de liquéfaction a été choisi  pour  exprimer la solubilisation des algues au

cours  des  différents  procédés  d'extraction.  Le  pourcentage  de  matière  liquéfiée  est

déterminé, pour les extractions conventionnelles et les procédés étudiés, après lyophilisation

des culots et surnageants, selon l' Equation 3.

Avec, Mliq : matière (algue) liquéfiée (%) ; m1: masse de surnageant ou extrait lyophilisé (g);

m2 : masse de culot lyophilisé (g)

Une autre grandeur est également calculée, il s'agit du gain de liquéfaction, exprimé en

pourcentage. Il permet de standardiser les résultats en soustrayant pour chaque temps le

pourcentage de matière déjà solubilisée à T0 (Equation 4). Ainsi, le gain de liquéfaction dû

au procédé peut être estimé, ce qui permet la comparaison des procédés entre eux. Pour

l'EAE, l'UAE et l'UAEH, un suivi cinétique du gain de liquéfaction est effectué.

Avec, Gainliq : gain de liquéfaction, matière liquéfiée au temps Tx par rapport au T0 (%); MliqTx :

matière liquéfiée au temps x (%) et MliqT0 : matière liquéfiée au temps 0 (%).
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V.4. Analyse élémentaire : carbone et azote

Les teneurs en azote total et en carbone sont déterminées par analyse élémentaire,

par  combustion des échantillons,  selon une méthode adaptée de la  méthode de Dumas

(Dumas,  1831;  INRA,  2014). Cette  technique  présente  l'avantage  d'utiliser  une  petite

quantité d'échantillon (de l'ordre du mg) et de quantifier de façon simultanée la teneur en

azote et en carbone.

Remarque : le dosage de l'azote via l'analyse élémentaire a déjà été utilisé pour l'étude de la

composition azotée de macroalgues (Lourenço et al., 2002).

La composition en azote total pourra être reliée à la teneur en protéines, tandis que la

composition  en  carbone  pourra  être  associée  aux  composés  protéiques  mais  aussi

majoritairement aux composés carbonés, tels que les polysaccharides, qui sont très présents

chez les macroalgues (Chapitre I, II.1., p.15).

Les  échantillons  lyophilisés  sont  préalablement  placés  quelques  heures  dans  une

étuve à 70 °C afin  d'éliminer toute trace d'eau résiduelle.  Après refroidissement dans un

dessiccateur, ils sont pesés (1,5 – 5 mg, précision au µg) dans des petites capsules en étain.

Ces capsules sont ensuite  introduites dans un réacteur constitué par un tube vertical  en

quartz maintenu à la température de  950 °C et dans lequel passe un courant d’hélium. A

l’introduction  de  l’échantillon,  le  courant  d’hélium  est  automatiquement  enrichi  par  une

quantité déterminée d’oxygène pur,  provoquant ainsi la combustion éclair  (ou combustion

flash) à une température d’environ 1800 °C de la capsule et de l’échantillon. Les gaz de

combustion, entraînés par le courant d’hélium, passent sur un catalyseur d’oxydation qui les

transforme en CO2,  H2O, NxOy..  Ces gaz passent  alors par un deuxième tube en quartz 

maintenu à la température de 750 °C puis sur un deuxième catalyseur (colonne de réduction

en cuivre réduit) qui va réduire les oxydes d’azote en azote élémentaire et piéger l’excès

d’oxygène. En sortie de ce tube, sont retrouvés en plus du gaz vecteur, les gaz N2, CO2 et

H2O qui sont alors entraînés par un courant d'hélium dans une colonne de chromatographie

en phase gazeuse (CPG) où ils sont séparés et détectés par un détecteur à conductivité

thermique  (FLASH 2000 NC Organic Elemental Analyzer - Thermoscientific). Les produits

non  dosés  sont  piégés.  Les  chromatogrammes  sont  intégrés  à  l'aide  du  logiciel  Eager

Xperience for FLASH, et exprimés par rapport au poids sec d'échantillon (%). Pour chacun

des échantillons l'analyse est répétée deux à trois fois.

Les résultats sont également exprimés en terme de rendement d'extraction par rapport

au  carbone  et  à  l'azote  présents  dans  l'algue.  Par  exemple,  pour  l'azote,  le  rendement
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d'extraction  dans  la  fraction  soluble  (RSN)  est  calculé  selon  l'Equation  5,  et  exprimé en

pourcentage.

Avec,  Mliq :  le  pourcentage  de  matière  liquéfiée,  NS :  le  pourcentage  d'azote  de

l'échantillon (surnageant lyophilisé) et Nalgue le pourcentage d'azote dans l'algue sèche .

Pour certains échantillons le dosage a également été effectué sur le culot (fraction

insoluble).  La  même équation  a  alors  été  appliquée,  en  remplaçant  le  pourcentage  de

matière liquéfiée (Mliq) par le pourcentage de matière non solubilisée (Mc), et le pourcentage

d'azote  dans  la  fraction  soluble  par  le  pourcentage  d'azote  dans  le  culot  (Nc).  Ainsi  la

répartition, entre culot et surnageant, de l'azote total de l'algue est obtenue.

Le  même raisonnement  a  été  appliqué  pour  l'analyse  du  carbone.  Le  rendement

d'extraction du carbone dans la fraction soluble (RSC) est alors calculé selon (Equation 6).

Avec,  Mliq :  le  pourcentage  de  matière  liquéfiée,  CS :  le  pourcentage  de  carbone  de

l'échantillon (surnageant lyophilisé) et Calgue le pourcentage de carbone dans l'algue sèche .

V.5. Analyse de la composition en sucres

V.5.1. Détermination de la teneur en sucres hydrosolubles

Il  s'agit  d'un  dosage  colorimétrique  des  sucres  hydrosolubles  totaux  (oses  totaux)

présents dans les surnageants. La méthode utilisée est celle de Dubois (Dubois et al., 1956)

modifiée par  Chaplin  (Chaplin,  1986),  et développée pour le dosage des hexoses. Cette

méthode est sensible et reproductible. Elle se base sur le développement d'une coloration

orangée lorsque des sucres sont mis en présence de phénol et d'acide sulfurique concentré,

c'est  la  formation  de  furfural  ou  d'hydroxylméthyl  furfural  qui  est  responsable  de  cette

coloration.
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Dans un tube à hémolyse en verre contenant 200 µL d'échantillon ou de standard sont

ajoutés, sous hotte, 200 µL de phénol (5 % m/v), puis 1 mL d'acide sulfurique concentré

(97 %) au distributeur automatique en faisant attention à ne pas toucher les parois du tube.

Après 10 minutes à température ambiante, le contenu des tubes est homogénéisé au vortex,

puis  les  tubes  sont  de  nouveau  laissés  à  température  ambiante  pendant  30  minutes.

L'absorbance des solutions est mesurée au spectrophotomètre à 490 nm. Le glucose est

utilisé comme standard, la gamme de concentration est comprise entre 0 et 150 µg.mL -1. Les

réactions colorimétriques sont effectuées en triplicat. Les résultats sont exprimés en mg.g-1

Alg.S.

Cependant, cette réaction colorimétrique n'est pas spécifique aux hexoses, c'est pour

cela qu'elle  est  utilisée pour  le  dosage des sucres dits « totaux ».  En effet,  les aldoses,

cétoses, et acides uroniques induisent  également la coloration.  Il  faut noter que certains

composés non glucidiques, tels que les protéines et des ions métalliques, peuvent interférer.

Afin d'identifier les sucres en présence, l'analyse des résidus glycosidiques a également été

effectuée sur certains échantillons.

V.5.2. Analyse des résidus glycosidiques

Les résidus glycosidiques sont identifiés et quantifiés par chromatographie en phase

gazeuse (CPG) après leur libération par méthanolyse, sous forme de méthylglycosides  O-

triméthylsilylés selon la méthode de Kamerling  et al. (Kamerling  et al., 1975) modifiée par

Montreuil et al. (Montreuil et al., 1986). Cette analyse est quantitative et qualitative, elle est

effectuée  sur  les  surnageants  lyophilisés  et  sur  les  poudres  d'algue  de  2013  et  2014.

Différents  standards  sont  utilisés  et  traités  de  la  même  manière  que  les  échantillons

analysés. Pour chacun des échantillons la méthanolyse et l'analyse sont répétées trois fois.

• Méthanolyse et sylilation

Les résidus glycosidiques (ou oses libres) sont,  dans un premier temps,  libérés de

l'échantillon par méthanolyse. Quemener et al. ont démontré que la méthanolyse acide est

plus  appropriée  qu'une  hydrolyse  acide  pour  l'analyse  des  oses  constitutifs  des

polysaccharides d'algues rouges (agars et carraghénanes) (Quemener et al., 1995). Dans un

tube en verre,  l'échantillon lyophilisé est  solubilisé dans de l'eau ultra-pure à 2 mg.mL-1.

Après solubilisation totale, 20 µL d'étalon interne (myo-inositol à 1 mg.mL-1) sont ajoutés et

l'ensemble est mis à évaporer. Après évaporation complète, la méthanolyse est effectuée

pendant 4 heures à 100 °C après ajout de 500 µL de MeOH/HCl 3N. Il est important de noter

que,  pour  la  poudre  d'algue,  il  reste  après  méthanolyse  des  particules  algales  en
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suspension, ce qui montre que toute l'algue n'a pas été hydrolysée.

Le méthanolysat est ajusté à pH 6-7 par ajout de carbonate d'argent et les éventuelles

osamines (sucres aminés)  sont  N-acétylées par ajout  d'anhydride acétique (24 heures à

l'obscurité, à température ambiante). 

Après élimination du chlorure d'argent formé, les méthylglycosides sont triméthylsilylés

pendant 3 heures en présence de pyridine et de Sylon, afin de les rendre plus volatiles et

plus résistants à la température. Les méthylglycosides triméthylsilylés sont alors amenés à

sec sous courant d'azote, puis repris dans du dichlorométhane. Cette solution est ensuite

filtrée (0,45 µm) pour être analysée en CPG. 

• Identification et quantification par CPG

L'analyse est  effectuée par  un chromatographe (HP-6890,  Hewlett-Packard)  équipé

d'un injecteur direct (injection « on-column »). Un volume de 1 µL d'échantillon est injecté

(température de 50 °C dans la chambre d'injection). La colonne est une colonne apolaire en

silice  fondue  (CP-Sil-5CB,  Chrompack).  L'élution  des  composés  est  effectuée  selon  3

gradients de températures (Tableau XI). En sortie de colonne, les composés volatils sont

entraînés dans un courant d'hélium vers un détecteur à ionisation de flamme (DIF) dont la

température est de 300 °C, celui-ci est relié à un système d'acquisition et de traitement du

signal  (logiciel  HP).  Le  chromatogramme  de  l'échantillon  est  interprété  à  partir  des

chromatogrammes obtenus pour chaque standard, les pics sont alors identifiés selon leur

temps de rétention. L'étalon interne permet de donner un coefficient de réponse à chaque

standard,  ce  coefficient  est  appliqué  à  chaque  espèce  détectée,  ce  qui  permet  de  la

quantifier. Les résultats sont exprimés par rapport au poids sec de l'échantillon (%) et aussi

en mg.g-1 Alg.S.

Tableau XI : analyse des résidus glycosidiques par CPG. Gradients de températures appliqués 

Temps (min) Température(s) (°C)

1. 1 50 °C

2. 3,5 + 20 °C / min jusqu'à 120 °C

3. 60 + 2 °C / min jusqu'à 240 °C

4. 4 + 10 °C / min jusqu'à 280 °C

5. 10 280 °C
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V.5.3. Détermination des masses molaires moyennes des polysaccharides

La masse molaire moyenne des polysaccharides est déterminée par chromatographie

d'exclusion  stérique  haute  performance,  également  appelée  High-Performance  Size

Exclusion Chromatography (HPSEC),  selon le  protocole  de Chopin  et  al.  (Chopin  et  al.,

2015). Le  système  chromatographique  d'analyse  est  constitué  par  une  chaîne  HPLC

Shimadzu  Prominence  TM.  L'analyse  est  effectuée  sur  des  échantillons  lyophilisés

(surnageants)  préalablement  solubilisés  à  2  mg.mL-1 dans  de  l'eau  ultra-pure.  Les

échantillons sont filtrés (0,45 µm) avant injection (100 µL).

Le principe de l'HPSEC repose sur la séparation des composés en fonction de leur

taille  ou  plus  précisément  de  leur  volume  hydrodynamique  (prise  en  compte  de  la

conformation spatiale des molécules). Les molécules sont éluées dans une colonne remplie

d'une phase stationnaire.  Plus les molécules sont petites plus elles pénètrent  dans cette

phase,  elles  seront  donc éluées en dernier  avec un temps de rétention  plus  long,  c'est

l'inverse pour  les grosses molécules.  Les colonnes utilisées pour  l'analyse sont :  la  pré-

colonne servant à préserver l'intégrité de la colonne (Aquagel PL Aquagel-0H-Mixte 8 µm ;

7,5 x 50 mm ; Agilent)  et la colonne (PL Aquagel-0H-Mixte 8 µm ; 7,5 x 300 mm ; Agilent)

dont  le  domaine de séparation est  compris  entre 103 et  107 g.mol-1.  Les molécules sont

éluées par un tampon d'acétate d'ammonium 0,1 M contenant 0,03 % d'azoture de sodium,

le débit d'élution pour cette phase mobile est de 1 mL.min-1. 

En sortie de colonne, une triple détection est réalisée par : un détecteur UV (Shimadzu,

λ :  280  nm),  suivi  d'un  détecteur  à  diffusion  de  lumière  (Dawn  Heleos  II TM,  Wyatt

Technology.Inc)  encore  appelé  Multi-Angle  Light  Scattering  (MALS)  puis  d'un  détecteur

réfractométrique  (RI)  (Optilab TM,  Wyatt  Technology.Inc).  Le  traitement  des  données

recueillies  est  effectué à l'aide  du logiciel  AstraTM version 6.1.2.84,  les  masses molaires

moyennes  des  polysaccharides  sont  ainsi  déterminées  (incrément  d'indice  de  réfraction

utilisé pour les calculs dn/dc = 0,145 mL.g-1). 

Les résultats sont  exprimés en masse molaire moyenne en poids (Mw),  l'indice de

polydispersité (Ip) est également indiqué, il permet d'estimer la distribution et la dispersion

des masses molaires. Il s'agit du rapport de la masse molaire moyenne en poids (Mw) et de

la masse molaire en nombre (Mn).
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V.6. Analyse qualitative et quantitative des acides aminés

L'analyse de la composition en acides aminés a été effectuée sur des échantillons

lyophilisés dans deux laboratoires différents : au laboratoire BIORAFhe  et en sous-traitance

auprès de la société InVivo Labs (www.invivo-labs.com). Il sera précisé dans les résultats par

quel  laboratoire  l'analyse  a  été  effectuée.  Pour  chacun  des  échantillons  l'analyse  est

effectuée une fois.

V.6.1. InVivo Labs     : Règlement (CE) N° 152/2009

L'analyse qualitative et quantitative de la composition en acides aminés est effectuée

par le  laboratoire InVivo Labs selon la  méthode préconisée dans le règlement européen

152/2009  du  27/01/2009  portant  sur  la  « fixation  des  méthodes  d'échantillonnage  et

d'analyse destinées au contrôle officiel des aliments pour animaux ».

Cette  méthode  permet  la  détection  de  la  quasi  totalité  des  acides  aminés,  après

hydrolyse acide de l'échantillon (HCl 6M, 23 heures) en présence de phénol.  Les acides

aminés sont analysés par chromatographie liquide haute performance (HPLC). 

En revanche,  pour la détection du tryptophane total,  l'hydrolyse de l'échantillon est

effectuée  en  milieu  alcalin  (solution  Ba(OH)2 saturée,  110  °C,  20  heures).  En  effet  le

tryptophane est  dégradé  lors  de  l'hydrolyse  acide.  L'analyse  est  également  réalisée  par

chromatographie liquide haute performance (HPLC). La recherche du tryptophane total a été

effectuée uniquement sur la poudre d'algues de 2013. À notre connaissance, il n'existe pas

dans la littérature de travaux récents sur l'analyse de la composition en acides aminés issus

de la biomasse (tryptophane inclus) pour l'algue rouge Grateloupia turuturu.

Les acides aminés pouvant être détectés par le laboratoire InVivo Labs sont indiqués

dans le Tableau XII ; ils sont au nombre de 18 en incluant le tryptophane. Il faut noter que les

analogues  hydroxylés  des  acides  aminés  (hydroxyproline  et  hydroxylysine)  ne  sont  pas

dosés, de même que la glutamine et l'asparagine qui sont convertis en acide glutamique et

en acide aspartique lors de l'hydrolyse acide.

V.6.2. Laboratoire Bioraf  he     : EZ:fasst  TM

L'analyse qualitative et quantitative de la composition en acides aminés est effectuée,

après hydrolyse acide des échantillons, selon le protocole du kit EZ:faast™ (EZ:faast GC-

FID  Protein  Hydrolysate  Kit),  utilisé  au  laboratoire. Ce  kit  est  commercialisé  par
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Phenomenex®.  Il  présente  l'avantage  d'être  rapide  (moins  de  20  minutes/échantillon)  et

contient l'ensemble des réactifs permettant la préparation de l'hydrolysat, la dérivation des

acides aminés et leur analyse en chromatographie phase gazeuse (CPG) sur une colonne

(Zebron ZB-AAA GC column, Phenomenex®) également fournie dans le kit EZ:faast™.

Dans  un  premier  temps,  l'échantillon  (± 10  mg)  est  hydrolysé  dans  une  ampoule

scellée en présence d'HCl 6M (200 µL), à chaud (110 °C), pendant 18 heures. L'échantillon

hydrolysé est ensuite ramené à sec sous courant d'azote, puis dilué dans 2,5 mL d'eau ultra-

pure. À partir de cette dilution, la procédure indiquée dans le kit EZ:faast™ est suivie (ajout

d'une quantité connue d'étalon interne, séparation sur résine, dérivation des acides aminés,

extraction en phase organique des acides aminés dérivés). La phase organique (supérieure)

contenant les acides aminés dérivés est analysée en CPG (Perkin Elmer AUTOSYSTEM XL

GC),  2  µL sont  injectés.  Les  composés  sont  élués  de  la  colonne (Zebron  ZB-AAA GC

column, Phenomenex®) selon un gradient de température de 32 °C / minute (de 110 °C à 320

°C). En sortie de colonne, les composés volatils sont entraînés dans un courant d'hélium

vers un détecteur à ionisation de flamme (DIF) dont la température est de 320 °C.

Les  chromatogrammes  sont  intégrés  et  interprétés  à  l'aide  du  logiciel  Galaxie

Chromatography Data System (V1.9.3.2 ; Varian). Les acides aminés sont identifiés d'après

leurs temps de rétention et quantifiés grâce aux courbes d'étalonnage. Les résultats sont

exprimés par rapport au poids sec d'échantillon (%).

Les acides aminés pouvant être détectés par la méthode EZ:faast sont indiqués dans

le Tableau XII, ils sont au nombre de 16. Par rapport au dosage avec InVivo Labs, l'arginine

et le tryptophane ne sont pas dosés. Il faut noter que l'analogue hydroxylé de la proline,

l'hydroxyproline (Hyp), est dosé et pris en compte dans les acides aminés totaux. Dans les

deux méthodes, la glutamine et l'asparagine ne sont pas détectés car convertis en acide

glutamique et aspartique.
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Tableau XII : capacité de détection par les deux laboratoires des 20 acides aminés présents chez tous
les êtres vivants

InVivo Labs BIORAFhe (EZ:Faast)

Cyst(é)ine (Cys) Χ Χ

Méthionine (Met) Χ Χ

Lysine (Lys) Χ Χ

Thréonine (Thr) Χ Χ

Alanine (Ala) Χ Χ

Arginine (Arg) Χ -

Acide aspartique (Asp) Χ Χ

Asparagine (Asn) - -

Acide glutamique (Glu) Χ Χ

Glutamine (Gln) - -

Glycine (Gly) Χ Χ

Histidine (His) Χ Χ

Isoleucine (Ile) Χ Χ

Leucine (Leu) Χ Χ

Phénylalanine (Phe) Χ Χ

Proline (Pro) Χ Χ

Serine (Ser) Χ Χ

Tyrosine (Tyr) Χ Χ

Valine (Val) Χ Χ

Tryptophane (Try) Χ* -

* : avec hydrolyse en milieu alcalin
Χ : détecté
- : non détecté

V.6.3. Expression des résultats

Les résultats sont également exprimés en terme de rendement d'extraction par rapport

aux acides aminés présents dans l'algue, selon le même raisonnement que pour le carbone

et l'azote. Le rendement d'extraction des acides aminés (RSaa) dans la fraction soluble est

alors calculé selon l'Equation 7, et exprimé en pourcentage par rapport aux acides aminés

présents dans l'algue (AAalgue).
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Avec,  Mliq :  le  pourcentage  de  matière  liquéfiée,  AAS :  le  pourcentage  d'acides  aminés

présents dans l'échantillon (surnageant lyophilisé) et AAalgue : le pourcentage d'acides aminés

dosés dans l'algue sèche.

Pour certains échantillons, le dosage a également été effectué sur le culot (fraction

insoluble)  (RCaa),  la  même équation  a  été  appliquée,  en  remplaçant  le  pourcentage  de

matière liquéfiée (Mliq) par le pourcentage de matière non solubilisée (Mc) et le pourcentage

d'acides aminés dans le surnageant (AAS) par le pourcentage d'acides aminés dosés dans le

culot (AAc). Ceci permet d'obtenir la répartition, entre culot et surnageant, des acides aminés

de l'algue.

Sur le plan qualitatif, chaque acide aminé détecté et quantifié a également été ramené

à la totalité des acides aminés dosés dans l'échantillon, un pourcentage relatif de chaque

acide aminé est ainsi calculé.

V.7. Détermination de la teneur en R-phycoérythrine

V.7.1. Concentration (mg.mL  -1  )

La détermination de la concentration en R-PE dans les différentes fractions solubles

obtenues  est  effectuée  par  spectrophotométrie  (Shimadzu  UV-1800,  UV-VIS

Spectrophotometer).  Les  mesures  ont  été  effectuées  tous  les  nm,  de 200  à  800 nm,  à

température ambiante, dans des cuves UV (Cuve-UV semi-micro, BRAND®).

La R-PE possède trois pics d'absorption caractéristiques, à 498 nm, 540 nm et 565 nm

(Figure 34). L'allure du spectre d'absorption est également un outil permettant d'évaluer le

niveau  de  préservation  de  la  R-PE  (D’Agnolo  et  al.,  1993;  Galland-Irmouli  et  al.,  2000;

Munier et al., 2014).
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L'absorbance du pic à 565 nm est retrouvée dans l'équation de Beer et Eshel (1985)

(Beer et Eshel, 1985) qui est utilisée, au laboratoire, pour le calcul de la concentration en R-

PE (Equation 8).

Avec,  [R-PE] :  concentration  en  R-PE  (mg.mL-1)  ;  A565  :  absorbance  à  565  nm;   A592 :

absorbance à 592 nm et A455 : absorbance à 455 nm.

V.7.2. Rendement d'extraction

La  teneur  en  R-PE  est  exprimée  en  mg.g-1 d'algue  sèche  (mg.g-1 Alg.S)  d'après

l'Equation  9.  Ce  rendement  d'extraction  par  rapport  à  l'algue  sèche  (RR-PE)  permet  de

comparer la quantité de R-PE extraite quel que soit le procédé et les conditions d'extraction.

Il permet également la comparaison avec les travaux de la littérature.

Avec, RR-PE : rendement d'extraction de la R-PE (mg.g-1 Alg .S) ; [R-PE] : concentration en R-

PE (mg.mL-1) ; m : masse d'1 mL d'extrait ou du surnageant (g) ; M : masse d'extrait ou de

surnageant (ramené par rapport au volume total de mélange réactionnel) (g) ; MS : masse
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Equation 8[R−PE ]=[(A565−A592)−(A455−A592) . 0,20 ] . 0,12

Figure 34 : Exemple d'un spectre d'absorbance caractéristique de
la  R-PE.  Extrait  obtenu par  extraction conventionnelle  dans du
tampon phosphate (dilution 1/5).
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d'algue sèche (g) 

V.7.3. Stabilité de la R-PE à différentes températures

L'étude de stabilité de la R-PE à différentes températures a été effectuée à partir d'un

extrait  aqueux  obtenu  selon  le  procédé  d'extraction  conventionnel  des  composés

hydrosolubles (Chapitre 2, III., p.  93). L'extrait est réparti dans des tubes (4 séries de 15

tubes, n=3), placés à l'obscurité, à différentes températures : 4 °C, 25 °C, 30 °C et 40 °C.

L'étude est effectuée sur 360 minutes, des mesures de la concentration en R-PE ([R-PE] en

mg.mL-1)  sont  faites  pour  l'extrait  initial,  et  après  30,  70,  120,  240  et  360 minutes.  Les

résultats sont ramenés en RR-PE  (mg.g-1 MS). Ces résultats sont ensuite rapportés par rapport

à la teneur en R-PE de l'extrait initial afin de déterminer, pour chaque temps, un pourcentage

de R-PE préservée, selon l'Equation 10.

Avec,  RR-PE,  initial :  rendement  d'extraction  de  la  R-PE  de  l'extrait  initial  (mg.g-1 Alg.S) ;

RR-PE,Tx : le rendement d'extraction de la R-PE au temps X pour la température considérée

V.8. Détermination de la teneur en lipides totaux

Les lipides sont extraits selon la méthode de Folch et al. (Folch et al., 1957). Il s'agit

d'une extraction solide-liquide, à froid, par un mélange de solvant chloroforme/méthanol (2/1,

v/v). Le chloroforme permet d'extraire les lipides apolaires et le méthanol les lipides polaires.

Les extractions sont effectuées en triplicat sur la poudre d'algue obtenue par cryobroyage

(assimilée à une poudre d'algue sèche).

Dans un erlenmeyer, 1 g de la poudre d'algue est préalablement réhydratée par ajout

de 3 volumes d'eau. L'extraction est ensuite effectuée par ajout de 20 volumes de la solution

chloroforme/méthanol (2/1), pendant 1 heure. Les composés solides, non lipidiques et non

solubilisés par le mélange chloroforme/méthanol, sont éliminés par filtration sous vide sur

verre fritté. Le filtrat est ensuite transféré dans une ampoule à décanter, dans laquelle est

ajoutée une solution de NaCl à 2 %, à raison de 0,2 volume par rapport au volume total de

chloroforme/méthanol utilisé. L'ampoule est agitée à plusieurs reprises, puis la décantation

est effectuée à température ambiante jusqu'à la formation de deux phases bien distinctes.

La phase  inférieure  (organique)  contenant  les  lipides  est  récupérée  dans  un  ballon
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préalablement taré, le solvant est ensuite éliminé par évaporation à l'aide d'un évaporateur

rotatif (rotavapor Heidolph 94200 Bioblock Scientific – pompe Julabo F10 AESLaboratoire).

Le ballon est placé sous un courant d'azote pour éliminer toute trace résiduelle de solvant, il

est ensuite pesé. La teneur en lipides est calculée par méthode gravimétrique et exprimée

en pourcentage d'algue sèche (% Alg.S). L'extraction est effectuée en triplicat.

V.9. Détermination de la teneur en chlorure

La teneur en chlorure est basée sur le dosage des ions chlorures par argentimétrie, au

moyen  d'un  analyseur  automatique  des  chlorures  (Chlorimètre  Modèle  926,  Corning)

(Navarro  et al., 2007). Le principe est basé sur la précipitation des ions chlorures (Cl -) en

présence d'ions argent (Ag+) sous forme de chlorure d'argent (AgCl). Lorsque l'ensemble des

ions  Cl- ont  précipités,  les  ions  Ag+  se  trouvent  alors  libres  en  solution  et  induisent  un

changement de conductivité de la solution. Ce changement est détecté automatiquement par

l'analyseur et le résultat est affiché. Le dosage est effectué en triplicat sur la poudre d'algue

(2013 et 2014) obtenue par cryobroyage (assimilée à une poudre d'algue sèche).

Préalablement à l'analyse, 2 g d'échantillon sec (m) sont dilués dans 150 mL d'eau

ultra-pure,  l'ensemble  est  broyé (Ultra  Turrax® IKA® T18 Basic).  La  solution  obtenue est

portée à ébullition pendant 10 minutes. Après refroidissement elle est homogénéisée puis

filtrée sur laine de verre, la verrerie et la laine de verre sont rincés à l'eau ultra-pure pour

avoir un volume final de 200 mL. Le dosage est effectué sur 0,5 mL de filtrat. Une solution

standard de NaCl à 200 mg.L-1 de Cl- est utilisée pour calibrer le chlorimètre. Le dosage est

réalisé en triplicat.

Le chlorimètre donne une valeur de concentration en ions chlorure  en mg.L-1. Cette

valeur est ramenée en g de NaCl pour 100 g d'échantillon sec en utilisant l'Equation 11, en

faisant  l'hypothèse  que  les  ions  chlorures  sont  majoritairement  associés  au  chlorure  de

sodium de l'eau de mer (le Cl- et le Na+ étant les ions majoritairement présents).

Avec,  N :  la  concentration  en  Cl-  (mg.L-1),  m :  la  masse  d'échantillon  (en  g)  et  1,6482

correspond au rapport de la masse molaire du NaCl sur la masse molaire du Cl.

• 112 •

Equation 11[NaCl ]=
N

m
. 2 . 1,6482 . 10−2



Chapitre II : Matériels & Méthodes

VI. Observations par microscopie optique

Des observations par microscopie optique ont été réalisées pour les trois procédés

développés dans cette étude (EAE, UAE et  UAEH).  Des prélèvements (non centrifugés)

dédiés à la microscopie ont été effectués à T 0 min, 180 min et 360 min, afin de comparer

l'aspect des morceaux de thalle d'un procédé à l'autre et au cours du temps. L'aspect de la

fraction solubilisée (présence de particules en suspension ou non) est également observée.

Après  homogénéisation  du  prélèvement,  une  goutte  est  disposée  entre  lame  et

lamelle,  l'ensemble  est  placé  sous  le  microscope.  Ce  dernier  est  équipé  d'une  caméra

permettant la prise de photos (EVOS® XL Core Cell Imaging System). Les observations sont

effectuées successivement avec deux objectifs : x 10 et x 100 (objectif à immersion), avec un

oculaire x 10, d'où un grossissement final de G x 100 et G x 1000. Pour chaque objectif et

chaque prélèvement, 5 à 10 photos sont prises, les plus représentatives de l'ensemble du

prélèvement ont été sélectionnées pour illustration.

VII. Outils statistiques

VII.1. Expression et analyse des résultats

Les moyennes et  écarts  types sont  donnés pour  chaque résultat.  Trois  répétitions

indépendantes ont été réalisées pour chaque expérimentation. Certaines analyses n'ont pas

été effectuées en triplicat, pour des raisons techniques et/ou économiques, ceci est précisé

dans les résultats.

Les  analyses  statistiques  ont  été  réalisées  à  l'aide  du  logiciel  Sigmastat  3.1.

La comparaison de deux échantillons a été effectuée avec un t-test (p < 0,05). Des analyses

de variance à un facteur ont été effectuées (One-Way ANOVA) pour la comparaison de plus

de deux échantillons. La mise en évidence des différences entre échantillons a ensuite été

réalisée en appliquant le test de comparaison multiple de Holm-Sidak. Les différences sont

considérées comme significatives pour une valeur de p inférieure à 0,05.
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VII.2. Optimisation du procédé d'UAEH : méthodologie des plans 

d'expériences

VII.2.1. Principe de la méthodologie des plans d'expériences

La  méthodologie  des  plans  d'expériences  a  été  développée  par  les  sciences

agronomiques pour aider à organiser et choisir les essais lorsque le nombre de paramètres

étudiés est important (Goupy, 1996).

Sur le plan de la terminologie, la grandeur d'intérêt est généralement notée y, elle est

appelée réponse. Les variables étudiées et qui peuvent modifier cette réponse sont appelées

facteurs (k),  ces facteurs pourront  prendre différentes  valeurs  appelées niveaux  (Goupy,

2013).  La  méthodologie  des  plans  d'expériences  est  un  outil  qui  vise  à  aider

l'expérimentateur dans le choix des expériences à réaliser. Pour se faire, les niveaux de tous

les facteurs vont varier conjointement, ce qui présente différents avantages (Goupy, 1996) :

• diminution du nombre d'essais

• nombre d'essais raisonnable pour un plus grand nombre de facteurs

étudiés

• détection des interactions entre facteurs

• modélisation des résultats

• précision des résultats améliorée

• optimisation des résultats

Les plans d'expériences permettent donc la recherche de l'efficacité maximale avec un

nombre d'expériences minimum, d'où un gain de temps et une réduction du coût des essais

(Goupy, 2013).

Suite  aux  premiers  résultats  obtenus  et  présentés  dans  les  chapitres  III  et  IV,  le

procédé  d'extraction  assistée  par  ultrasons et  par  hydrolyse  enzymatique  (UAEH)  a  été

retenu.  L'objectif  de  cette  étude  est  d'utiliser  la  méthodologie  des  plans  d'expériences

comme un  outil  pour  l'optimisation  de  l'UAEH  en  terme  de  liquéfaction  de  Grateloupia

turuturu (réponse 1) et d'extraction de la R-PE (réponse 2). Pour ce faire, un plan central

composite a été utilisé, ce type de plan est développé selon la méthodologie des surfaces de

réponses (RSM) et permet d'établir  des modèles mathématiques polynomiaux du second

degré. Depuis une dizaine d'années, l'utilisation de ces plans pour surface de réponse s'est
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répandue  à  l'extraction  de  composés  de  différentes  biomasses  marines,  telles  que  les

poissons  (Dumay  et  al.,  2009), mollusques  (Kechaou  et  al.,  2015;  Liao  et  al.,  2015),

microalgues (Deenu et al., 2013) et macroalgues (Dumay et al., 2013; Kadam et al., 2015b;

Mensi et al., 2012; Wang et al., 2015a).

Le plan central composite rend possible la modélisation des résultats, selon un modèle

quadratique avec interactions. Les facteurs (k) choisis doivent être quantitatifs et maîtrisés

précisément, en effet les valeurs des niveaux sont fixées par le plan. Tous les facteurs pour

lesquels l'influence quadratique est  testée possèdent cinq niveaux  (Benoist  et al.,  1994).

Dans le cas d'un plan central composite à trois facteurs (le cas ici), le modèle du second

degré s'écrit selon l'Equation 12. Les x1, x2 et x3 sont les niveaux des facteurs étudiés, y est

la réponse ; a0 est le terme constant (valeur de la réponse au point central) ; les valeurs a1,

a2 et a3 correspondent aux coefficients du modèle, c'est à dire à l'effet linéaire du facteur 1, 2

et  3  respectivement ;  les  interactions  entre  deux  facteurs  (ordre  2)  correspondent  aux

coefficients a12,  a13 et  a23 ; les coefficients a11,  a22 et a33 associés aux variables x1
2,  x2

2 et  x3
2

permettent l'étude de l'effet quadratique.

Les plans composites centrés sont constitués de trois parties  (Benoist  et al.,  1994;

Goupy, 2013):

• Un plan orthogonal ou  plan factoriel avec 2k points  factoriels  (2

niveaux par facteur : - 1 et + 1). Il permet l'analyse des interactions

entre facteurs et détermine le modèle.

• Un point central  du domaine expérimental  (0 ; 0 ; 0). C'est le seul

point  répété,  il  permet  d'estimer  la  variance  de  répétabilité  du

procédé,  supposée  ensuite  constante  dans  tout  le  champ

expérimental.

• Un ensemble de 2.k points en étoile (2 niveaux par facteur : - α et +

α), situés à une distance α du centre du domaine.

Le domaine de variation des facteurs va de [- α ; + α] et chaque facteur a 5 niveaux

(- α ; -1 ; 0 ; + 1 ; + α) calculés selon le Tableau XIII (Benoist et al., 1994).
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2+a22 x 2

2 + a33 x3
2
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Tableau XIII : calcul des valeurs réelles attribuées pour chaque niveau du plan d'expériences

Niveaux Valeurs

- α Min

- 1
Min +Max

2
−

1
α (Max−

Min +Max

2
)

0
Min +Max

2

+ 1
Min+Max

2
+

1
α (Max−

Min+Max

2
)

+ α Max

Ici α = (2k)1/4= (23)1/4 = 1,68

VII.2.2. Paramètres étudiés

L'UAEH est  le  couplage de deux procédés qui  possèdent  chacun des  paramètres

influençant leur efficacité. Ils peuvent leurs être communs (température, teneur en eau du

mélange,…) ou non (ratio  enzymes/substrat,  puissance,  débit,...).  Parmi ces paramètres,

appelés facteurs dans le cadre du plan d'expériences, trois d'entre eux ont été retenus : 

• la température (T  en  °C) :  facteur  important  dans  l'activité  des

enzymes, elle peut aussi impacter le phénomène de cavitation. De

plus, la stabilité de la R-PE à la température est un élément important

à prendre en considération.

• le débit (Q en L.h-1) : il modifie le temps et la fréquence de passage

du mélange dans la sonotrode. 

• la puissance (P en W) : elle est liée à l'énergie ultrasonore transmise

au mélange réactionnel, ce qui peut impacter l'activité des enzymes et

le niveau de déstructuration de la paroi de l'algue.

Les  autres  facteurs  contrôlables,  tels  que  la  composition  du  cocktail  enzymatique

(Tableau X), la concentration en enzymes et le ratio eau/biomasse sont maintenus constants.

Les essais du plan sont menés sur six heures, avec des prélèvements réguliers toutes les 10

minutes la première demi-heure, puis toutes les heures.

Chaque facteur possède cinq niveaux, les niveaux Min (-  1,68)  et Max (+ 1,68) sont

connus (fixés par les essais préalables et par les contraintes techniques du système). Les

valeurs réelles des niveaux normalisés (-1, 0 et +1) sont obtenues sur la base du Tableau
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XIII. La valeur réelle attribuée à chaque facteur pour ses 5 niveaux est indiquée dans le

Tableau XIV. Pour la puissance, sachant que le réglage du générateur sur 100 % correspond

à 400 W et 50 % à 200 W, le générateur est réglé sur 60 % pour 241 W, 75 % pour 300 W et

90 % pour 359 W.

Tableau  XIV :  valeur réelle  attribuée à chaque niveau pour les trois  facteurs étudiés :  puissance,
température et débit.

Niveaux Puissance (W) Température (°C) Débit (L.h-1)

- 1,68 200 20 65

- 1 241 24 97

0 300 30 145

+ 1 359 36 193

+ 1,68 400 40 225

Le Tableau XV présente les conditions utilisées pour mailler le domaine expérimental.

Un total de N essais avec 2k  point factoriels + 2.k points en étoiles et 5 points centraux va

induire la réalisation de 19 essais (N= 2k + 2.k + 5 = 19). Les cinq répétitions du point central

permettent  d'estimer  l'erreur  expérimentale  du  procédé.  La  matrice  expérimentale  est

randomisée  afin  de  limiter  autant  que  possible  l'influence  potentielle  de  facteurs

perturbateurs non maîtrisés tels que l'hygrométrie, la pression atmosphérique, etc. (Tableau

XV).
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Tableau XV : matrice expérimentale de l'UAEH, pour la puissance, la température et le débit  (points
centraux)

Numéro de
l'essai

Puissance Température Débit

1 + 1 - 1 - 1

2 0 - 1,68 0

3 0 0 0

4 0 0 0

5 0 0 0

6 - 1 - 1 + 1

7 0 + 1,68 0

8 + 1 - 1 + 1

9 0 0 - 1,68

10 - 1 + 1 + 1

11 0 0 0

12 - 1 + 1 - 1

13 0 0 0

14 + 1 + 1 + 1

15 - 1,68 0 0

16 0 0 + 1,68

17 + 1,68 0 0

18 + 1 + 1 - 1

19 - 1 - 1 - 1

Les deux réponses étudiées sont la liquéfaction de l'algue (Mliq  en %) et le rendement

d'extraction de la R-PE (RR-PE  en mg.g-1 Alg.S). Un suivi au cours du temps de ces deux

réponses est réalisé permettant ainsi d'observer le comportement cinétique.  Les données

obtenues sont analysées à l'aide du logiciel Statgraphics Plus v.5 Experimental Design. 

VII.2.3. Optimisation

Les  résultats  expérimentaux  issus  de  ces  19  essais  sont  saisis  dans  le  logiciel

Statgraphics Plus v.5 Experimental Design afin de déterminer les conditions optimales. De

nouveaux essais sont réalisés dans les conditions optimales trouvées par le logiciel, en trois

répétitions, et les résultats expérimentaux comparés aux résultats prédits par le modèle.
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Il faut noter qu'après réalisation du plan d'expérience (Chapitre V), il a été observé que

les  conditions  permettant  simultanément  une  liquéfaction  maximale  de  l'algue  et  une

extraction maximale de la R-PE (les deux réponses mesurées) semblaient peu compatibles,

ce qui a conduit à la réalisation de deux optimisations séparées :

• une optimisation de la liquéfaction de l'algue

• une optimisation de l'extraction de la R-PE
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Chapitre III : Étude comparative de trois procédés d'extraction pour la liquéfaction de Grateloupia turuturu : EAE, UAE et UAEH

I. Contexte et objectifs de l'étude

Ce chapitre porte sur l'étude de trois  procédés pour  la  liquéfaction de  Grateloupia

turuturu afin d'en extraire le plus de composés. Ces trois procédés sont : l'extraction assistée

par hydrolyse enzymatique (EAE pour enzyme-assisted extraction), l'extraction assistée par

ultrasons (UAE pour ultrasound-assisted extraction) et l'extraction assistée par ultrasons et

par  hydrolyse  enzymatique  (UAEH  pour  ultrasound-assisted  enzymatic  hydrolysis).  La

nouveauté  de  ce  travail  réside  dans  la  recherche  de  l'intensification  de  l'hydrolyse

enzymatique par couplage simultané avec des ultrasons. Qui plus est, l'essentiel des études

utilisant des ultrasons est effectué dans des réacteurs fermés (bains ou sondes à ultrasons) ;

cette étude met en œuvre quant à elle un réacteur à ultrasons tubulaire, permettant une

sonication homogène et continue du produit. Enfin, la biomasse algale utilisée ici est humide

et broyée, c'est à dire relativement peu transformée, contrairement à la majorité des travaux

de la littérature qui porte sur des algues séchées pulvérisées (Wang et al., 2015a), broyées

(Lee  et  al.,  2013),  lyophilisées  et  broyées  (Denis  et  al.,  2009b) ou  encore  des  algues

lyophilisées puis cryobroyées (García-Bueno et al., 2014; Munier et al., 2013).

L'objectif de ce chapitre est d'effectuer une étude comparative des différents procédés

étudiés en se basant sur la liquéfaction de l'algue et sur la composition biochimique des

fractions solubles obtenues. Cette étude devra permettre d'identifier le ou les procédé(s) les

plus efficaces, ceux pour lesquels des travaux complémentaires devront être effectués par la

suite. Les résultats de ce chapitre ont tous été obtenus à partir des algues collectées en

2013. Les trois procédés et les extractions témoins ont été réalisés sur des algues humides

et broyées, à une température de 40 ± 1 °C, à l'obscurité et à un débit de 50 L.h -1. Lorsque le

procédé  étudié  nécessitait  des  ultrasons (UAE et  UAEH),  le  générateur  a  été  réglé  sur

100 %, soit 400 W, afin d'évaluer l'effet des ultrasons dans les conditions les plus poussées.

Lorsque  des  enzymes  ont  été  utilisées  (EAE  et  UAEH),  1  %  de  chaque  complexe

enzymatique  par  rapport  au  poids  d'algue  humide  a  été  introduit  dans  le  mélange

réactionnel.  Les  extractions  ont  toutes  été  conduites  pendant  six  heures,  avec  des

prélèvements réguliers.

Ce  chapitre  a  fait  l'objet  d'une  publication  dans  Journal  of  Applied

Phycology (Annexe 1,  p.261)  :  Soft  liquefaction  of  the  red seaweed  Grateloupia  turuturu

Yamada  by  ultrasound-assisted  enzymatic  hydrolysis  process.  Cécile  Le  Guillard,

Jean-Pascal  Bergé,  Claire  Donnay-Moreno,  Sandrine  Bruzac,  Jean-Yves  Ragon,  Régis

Baron, Joël Fleurence, Justine Dumay. 2016. Journal of Applied Phycology.
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II. Étude biochimique de Grateloupia turuturu

II.1. Étude des variations annuelles de la composition biochimique : 2013 et 

2014

Le  Tableau XVI présente la composition proximale de  Grateloupia turuturu pour les

collectes effectuées en 2013 et 2014. Bien que ce chapitre ne porte que sur des algues de

2013, les deux années sont présentées ici afin de pouvoir déterminer si la composition de la

biomasse  présente  des  variations  d'une  année  à  l'autre,  en  terme  de :  matière  sèche,

cendres, sels (chlorure de sodium), matière azotée (N) et carbonée (C), acides aminés et

lipides.

Tableau XVI : composition biochimique proximale de Grateloupia turuturu effectuée sur deux années
(2013 et 2014). Les valeurs sont exprimées en pourcentage par rapport à l'algue fraîche (Alg.F) et à
l'algue sèche (Alg.S). Les valeurs correspondent aux moyennes ± écarts types n=3, sauf pour l'azote,
le carbone (n=2) et les acides aminés (n=1).

Grateloupia turuturu

2013 2014

Matière sèche (% Alg.F) 14,17 ±  0,10 14,81 ± 0,10 *

Cendres (% Alg.S) 30,69 ± 0,75 27,46 ± 0,11 *

Chlorure de sodium (% Alg.S) 16,77 ± 0,90 12,44 ± 0,24 *

Azote total (N) (% Alg.S) 3,62 ± 0,07 4,12 ± 0,00

Acides aminés (AA) (% Alg.S)
18,44 (18,68) a

12,26 b
14,31 b

Carbone total (C) (% Alg.S) 29,11 ± 0,53 31,77 ± 0,17

Oses totaux (% Alg.S) 22,40 ± 2,23 17,29 ± 3,09

Lipides totaux (% Alg.S) 3,25 ± 0,6 3,55 ± 0,18

a InVivo Labs, b Laboratoire Biorafhe

* Résultats significativement différents (p < 0,05). Pour la teneur en N, C et AA les 
analyses statistiques n'ont pas été effectuées car  n < 3

Si la teneur en matière sèche des algues prélevées en 2014 s'avère légèrement plus

élevée que celle des algues de 2013 (14,8 % et 14,2 % Alg.F respectivement, p < 0,05), ces

deux  valeurs  sont  globalement  très  proches  l'une  de  l'autre.  En  revanche,  elles  sont

différentes de celles précédemment déterminées pour des collectes antérieures effectuées

dans la même zone littorale (Figure 35) voire sur le même site (Batz-sur-Mer) : 9,5 % en

2006 à Piriac-sur-Mer (Denis et al., 2010), 12,8 % en 2010 au Croisic et 6,5 % à Batz-sur-

Mer  (Munier  et al., 2013). Des différences non négligeables sont donc constatées pour le
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même site de prélèvement (Batz-sur-Mer).

De  la  même façon,  le  contenu  en  minéraux  (cendres)  varie  de  façon  significative

(p < 0,05) entre 2013 (30,7 % Alg.S) et 2014 (27,5 % Alg.S). Des travaux antérieurs font état

d'une teneur  moyenne en minéraux de 15 %  Alg.S : 15,6 % (Batz-sur-Mer),  14,4 % (Le

Croisic) (Munier et al., 2013) et 18,5 % (Piriac-sur-Mer) (Denis et al., 2010). Toutefois, dans

ces études, les algues ont été  rincées à l'eau de mer puis à l'eau distillée, et parfois à l'eau

du robinet. Au cours de ces rinçages, sont éliminées de la surface des thalles d'éventuelles

traces de sable, de sels mais aussi les exsudats polysaccharidiques excrétés par les algues

après collecte (Miller, 2005).
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Figure  35 :  zone de collecte de  Grateloupia turuturu pour les
études effectuées ces dernières années par le laboratoire MMS.
Les sites de collecte sont encadrés. Le site concerné dans ce
travail de thèse, Batz-Sur-Mer, est encadré en bleu
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Vraisemblablement, les étapes de rinçage contribuent à éliminer certains métabolites

de  l'algue.  Il  a  en  effet  été  constaté  chez  Palmaria  palmata,  une  perte  de  différents

composés tels que des sels, des protéines et des xylanes lors du rinçage à l'eau distillée

(Marrion  et al., 2003). Les teneurs en cendres deux fois plus élevées trouvées dans cette

étude peuvent donc être expliquées par l'absence de rinçage et par la prédominance du

chlorure  de  sodium,  qui  représente  en  moyenne  la  moitié  de  la  teneur  en  cendres.

Cependant, le rinçage des algues ne serait pas la seule explication possible. En effet, une

autre étude réalisée sur des thalles collectés en 2013, à Batz-sur-Mer, a montré une teneur

en cendres de 35,3 % Alg.S, soit plus du double qu'en 2010. Dans les deux cas, les algues

étaient pourtant rincées. D'après cette étude, les variations observées entre 2010 et 2013,

notamment  pour  les  cendres,  pourraient  être  dues  à  la  variabilité  des  facteurs

environnementaux en particulier la durée d'ensoleillement (Munier, 2013). Ici, les algues sont

plus riches en sel en 2013 qu'en 2014, ce qui pourrait également être dû à des paramètres

environnementaux.

Qu'il s'agisse de la composition en acides aminés (AA) (dosage au laboratoire Biorafhe)

ou en azote, les algues collectées en 2014 présentent des teneurs un peu plus élevées que

celles de 2013 (+ 14,3 % d'N et + 13,8 % d'AA). De précédentes études ont montré qu'en

2006 et  2010  Grateloupia turuturu contenait  entre  20,3 % et  26,4 % Alg.S de protéines

totales  (Denis  et  al.,  2010;  Munier  et al.,  2013).  La conversion en protéines totales des

teneurs en azote, via l'utilisation du facteur N-protéines de 6,25, permet de constater que les

algues  utilisées  dans  ce  travail  de  thèse  ont  une  composition  protéique  similaire  à  ces

études (22,6 % Alg.S en 2013 et 25,8 % Alg.S en 2014). Malgré la variabilité géographique

de  la  composition  de  cette  algue  (Munier  et  al.,  2013),  des  teneurs  similaires  ont  été

rapportées  en  2012  sur  les  côtes  portugaises  (22,5  %)  (Rodrigues  et  al.,  2015a).  Les

résultats  portant  sur  les  acides  aminés  et  l'azote  total  seront  détaillés  dans  les  parties

suivantes.

Le  pourcentage  de  carbone  total  est  une  donnée  intéressante  car,  chez  les

macroalgues rouges, les polysaccharides représentent de 30 à 70 % du poids sec du thalle

et sont donc la  principale source de carbone  (Kornprobst, 2005). Les autres sources de

carbone, protéines et lipides, représentent respectivement chez les macroalgues rouges de

8 à 47 % de la matière sèche (Fleurence, 2004) et de 0,6 à 3,4 % de la matière sèche

(Fleurence et al., 1994) 

Concernant les teneurs en oses totaux, il  n'y a pas de différence significative entre

2013 et 2014, avec respectivement 22,4 ± 2,2 % et 17,3 ± 3,1 % Alg.S. Ces résultats sont
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cependant sous-estimés car la méthanolyse n'a pas permis de solubiliser la totalité de la

poudre d'algue. C'est ce que confirme une étude récente où la teneur en sucres totaux de

Grateloupia turuturu a été estimée, par différence, à 43,2 % Alg.S (Rodrigues et al., 2015a).

Néanmoins, les valeurs trouvées ici sont comparables à celles obtenues après hydrolyse

acide (H2SO4) d'autres espèces de macroalgues rouges, avec des teneurs en sucres totaux

comprises entre 16,8 et 27,7 % Alg.S (Diniz et al., 2011).

Le  dosage  des  oses  par  chromatographie  en  phase  gazeuse  (CPG)  permet

l'identification des oses en présence, un profil osidique de l'échantillon peut ainsi être établi.

Un exemple de chromatogramme obtenu pour la poudre d'algue est présenté dans la Figure

36.

La  répartition  des  oses  identifiés  chez  Grateloupia  turuturu  est  détaillée  dans  le

Tableau XVII, et révèle qu'il n'y a pas de différence significative entre les deux années. La

prédominance du galactose chez le genre Grateloupia est connue et s'explique par la nature

de ses polymères, des galactanes sulfatés, composés à 80 % de galactose (Miller, 2005).
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Tableau XVII : teneurs en oses de Grateloupia turuturu, en 2013 et 2014

Grateloupia turuturu

2013 2014

Oses totaux (% Alg.S) 22,40 ± 2,23 17,29 ± 3,09

Xylose (% relatif) Nd* 1,7

Galactose (% relatif) 87,5 86,4

Glucose (% relatif) 12,5 11,9

* Non détecté

Les teneurs en lipides ne présentent pas non plus de différence significative entre 2013

(3,3 % Alg.S) et 2014 (3,6 % Alg.S), elles sont en accord avec une étude antérieure (3,7 %

Alg.S) (Kendel et al., 2013b). Des teneurs plus faibles ont cependant été rapportées en 2006

sur  les  côtes  ligériennes  (2,6  %  Alg.S)  (Denis  et  al.,  2010) et  en  2012  sur  les  côtes

portugaises (2,2 % Alg.S) (Rodrigues et al., 2015a).

Il  s'avère  que,  pour  les  composés  étudiés,  Grateloupia  turuturu présente  une

composition biochimique relativement similaire en 2013 et 2014. De plus, cette composition

est en accord avec les résultats retrouvés fréquemment dans la littérature.

II.2. Profil en acides aminés de Grateloupia turuturu

Dans la littérature, très peu d'études se sont attachées à déterminer la composition en

acides aminés de cette algue  (Arasaki et Mino, 1973; Fujiwara-Arasaki  et al.,  1984). Par

ailleurs, ces travaux présentent uniquement la composition en acides aminés des protéines

extraites en milieu alcalin (NaOH). Or, ici l'analyse des acides aminés a été réalisée après

hydrolyse acide de l'algue brute (poudre d'algue), ce qui ne permet pas la comparaison des

résultats, mais aboutit à des données originales enrichissantes. La Figure 37 est un exemple

de profil d'acides aminés obtenu par CPG.
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D'après  la  composition  biochimique  de  Grateloupia  turuturu (Tableau  XVI),  le

pourcentage d'acides aminés par rapport à la matière sèche de l'algue se situe en 2013,

entre  18,4  % (InVivo  Labs)  et  12,3  % (Laboratoire  Biorafhe).  Il  est  de  14,3  % en 2014

(Laboratoire  Biorafhe).  Ces  valeurs  restent  dans  le  même ordre  de  grandeur  que  celles

trouvées pour d'autres espèces d'algues rouges :  de 17,3 à 16,2 % Alg.S pour le genre

Hypnea (Wong et Cheung, 2000) et 14,4 % Alg.S pour  Palmaria palmata  (Mæhre  et al.,

2014).

Les profils en acides aminés de Grateloupia turuturu sont présentés dans la Figure 38.

Quels que soient l'année et le laboratoire d'analyse, deux acides aminés sont majoritaires :

l'acide  aspartique  (Asp)  (incluant  l'asparagine)  et  l'acide  glutamique  (Glu)  (incluant  la

glutamine). Ceci a déjà été démontré pour d'autres espèces d'algues rouges  (Diniz  et al.,

2011; Lourenço et al., 2002; Mæhre et al., 2014; Wong et Cheung, 2000). Ces deux acides

aminés pourraient contribuer à la saveur et au goût spécifique des algues. Ils ont même été

qualifiés d'« acides aminés Umami », l'Umami étant une des cinq saveurs de base du goût

(Peinado et al., 2014).
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Figure  37 :  profil  des acides aminés obtenu par  chromatographie en phase gazeuse (analyse
réalisée au laboratoire Biorafhe) pour Grateloupia turuturu 2014. (E.I. : étalon interne)
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Sur un plan qualitatif, cette algue contient tous les acides aminés que l'homme ne peut

pas  synthétiser,  il  s'agit  d'acides  aminés  essentiels  (AAE).  Ces  neuf  acides  aminés

essentiels :  tryptophane  (Try),  histidine  (His),  isoleucine  (Ile),  leucine  (Leu),  lysine  (Lys),

méthionine (Met), phénylalanine (Phe), thréonine (Thr) et valine (Val), sont encadrés sur la

Figure 38 (FAO/WHO/UNU, 2007).

Le ratio AAE/AAdétectés permet d'approfondir l'étude de la qualité nutritionnelle de cette

algue. Pour les algues de 2013, il est de 38 % (39 % avec le tryptophane) d'après InVivo

Labs et  de 45 % d'après le laboratoire Biorafhe.  Pour les algues de 2014 il  est de 44 %

(laboratoire Biorafhe). Ces ratios sont proches de celui déjà décrit pour l'algue rouge Palmaria

palmata (35,8 % Alg.S) (Galland-Irmouli et al., 1999).

Ainsi, comme l'algue rouge Palmaria palmata, Grateloupia turuturu présente un intérêt

nutritionnel élevé avec une teneur en AAE proche de celle de l’œuf et du soja  (Fleurence,

2004; Galland-Irmouli et al., 1999). Cependant, contrairement à Palmaria palmata, elle n'est
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Figure 38 : profil en acides aminés de Grateloupia turuturu. Résultats pour 2013 et 2014 selon le
laboratoire d'analyse. L'hydroxylysine (Hyl) n'est pas détectée, l'hydroxyproline (Hyp) est détectée
par le laboratoire Biorafhe, le tryptophane et l'arginine sont détectés uniquement par InVivo Labs.
n=1. AAE : acides aminés essentiels.
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pas encore autorisée, en France, pour l'alimentation humaine (CEVA, 2014).

II.2.1. Comparaison des laboratoires     : InVivo Labs et laboratoire Bioraf  he

D'après le Tableau XVI, en 2013 InVivo Labs détecte 6,18 % Alg.S d'acides aminés de

plus que le  laboratoire Biorafhe.  Les  profils  en acides aminés (Figure 38),  permettent  de

mieux comprendre l'origine de cette différence. Ainsi, le tryptophane (Try) et l'arginine (Arg)

ont seulement été dosés par InVivo Labs (Figure 38). Grateloupia turuturu contient il est vrai

peu  de  tryptophane  (0,24  %  Alg.S),  mais  contient  1,44  %  Alg.S  d'arginine  (Arg)  qui

représente près de 8 % des acides aminés détectés. La non détection de l'arginine par le

laboratoire Biorafhe entraîne donc une sous estimation de la teneur totale en acides aminés.

De plus, de façon générale, les teneurs en acides aminés sont toujours moins élevées avec

le  laboratoire  Biorafhe,  ceci  est  très  marqué  pour  trois  acides  aminés  en  particulier  :  la

tyrosine (Tyr), la lysine (Lys) et la cystéine (Cys).

Ces observations mettent en avant la difficulté de comparer des résultats obtenus avec

des  méthodes  d'analyse  différentes.  Pour  des  raisons  pratiques  et  économiques  les

analyses ont, par la suite, toutes été effectuées au laboratoire Biorafhe.

II.2.2. Comparaison des années 2013 et 2014     : laboratoire Bioraf  he

En 2014, ce sont près de 2 % Alg.S d'acides aminés qui sont détectés en plus par

rapport à 2013 (Tableau XVI), ce qui peut s'expliquer par des teneurs plus élevées des deux

acides  aminés  majoritaires  (Asp  et  Glu)  (Figure  38)  :  +  0,4  % Alg.S  et  +  0,6  % Alg.S

respectivement.  La différence restante (1 % Alg.S) se répartit  sur  l'ensemble des acides

aminés. Il est possible que ces différences soient liées à des facteurs environnementaux tels

que la lumière, la salinité, la disponibilité de l'azote, la température,... qui sont connus pour

influencer la composition des algues,  notamment en acides aminés  (Conde  et al.,  2013;

Galland-Irmouli et al., 1999).

II.3. Réflexion sur la détermination du facteur de conversion N-protéines

Forts des résultats obtenus précédemment (Tableau XVI), il est désormais possible de

calculer le facteur de conversion Azote - Protéines (N-Prot) spécifique à Grateloupia turuturu.

Ce facteur sert à convertir la teneur en azote total d'un échantillon (déterminé par la méthode

de Kjeldahl ou par analyse élémentaire) en protéines totales. Il a été établi pour la première

fois par Jones en 1931  (Jones, 1931) et il  est très largement employé quelle que soit  la

biomasse. Il a été déterminé sur la base de deux hypothèses : les protéines contiennent en
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général 16 % d'azote, d'où un N-Prot de 6,25 (100/16), et la quantité d'azote non protéique

est  négligeable. Des  études  ont  déjà  déterminé  des  facteurs  spécifiques  pour  des

microalgues (Lourenço et al., 1998) et différentes espèces de macroalgues rouges, vertes et

brunes  (Diniz  et al.,  2011;  Lourenço  et al.,  2002), mais il  n'a jamais été déterminé pour

Grateloupia turuturu.

Le Tableau XVIII présente les N-Prot calculés (rapport de la teneur en acides aminés

sur la teneur en azote total), en 2013 et 2014, pour les deux laboratoires d'analyse des

acides aminés. Les algues de 2014 n'ont pas été analysées par le laboratoire InVivo Labs

d'où l'absence de N-Prot.

Tableau XVIII : facteurs de conversion azote-protéines (N-Prot) déterminés pour Grateloupia turuturu
(2013 et de 2014)

2013 2014

InVivo Labs 5,09 (5,16)* /

Laboratoire Biorafhe 3,39 3,47

( )* en incluant le tryptophane

Quels que soient l'année et le laboratoire d'analyse, les facteurs N-Prot calculés ici

pour  Grateloupia  turuturu sont  inférieurs  à 6,25  (Tableau  XVIII).  En  effet,  les  algues

contiennent de l'azote non protéique (pigments et azote inorganique), ce qui explique ces

plus faibles valeurs  (Lourenço  et al., 2002). Un facteur N-Prot de 4,92 ± 0,59  a ainsi été

établi  pour  les  macroalgues  (Lourenço  et  al.,  2002). Des facteurs  spécifiques  à  chaque

phylum ont également été déterminés : 5,38 ± 0,50 pour les macroalgues brunes, 5,13 ±

0,39 pour les macroalgues vertes et 4,59 ± 0,54 pour les macroalgues rouges (Lourenço et

al.,  2002). Tous  phyla  confondus  il  s'avère  que  pour  les  algues,  l'azote  non  protéique

représente en moyenne 24,2 % de l'azote total  (Diniz  et al., 2011). Chez les macroalgues

rouges l'azote non protéique peut même représenter jusqu'à 30,5 % de l'azote total (Diniz et

al.,  2011).  Fort  logiquement,  InVivo Labs  quantifiant  plus  d'acides  aminés,  le  facteur  de

conversion correspondant est plus élevé que celui établi à partir des analyses du laboratoire

Biorafhe, avec respectivement 5,09 et 3,39 hors tryptophane.

Si le tryptophane est pris en compte, ce facteur N-Prot s'établit alors à 5,16 et

semble  spécifique  à Grateloupia  turuturu collectée  en  2013 (Tableau  XVIII).  Il

conviendrait  néanmoins  de  procéder  à  la  validation  de  ce  facteur  de  conversion  en

multipliant les analyses d'acides aminés à l'aide du protocole le plus exhaustif, et en étudiant
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l'éventuel effet de la variabilité saisonnière.

Depuis plus de dix ans, la surestimation des teneurs en protéines totales des algues a

été démontrée et des facteurs spécifiques calculés. Néanmoins, ils ne sont jamais utilisés

dans la littérature, le facteur décrit par Jones (6,25) leur est préféré. La multiplication des

facteurs  N-Prot  pourrait  complexifier  les  comparaisons  entre  études.  Pour  y  remédier,  il

faudrait indiquer : le pourcentage d'azote total et/ou les acides aminés totaux, la teneur en

protéines calculée avec le  facteur 6,25 et  avec un facteur plus adapté (au phylum ou à

l'espèce). Pour les algues, l'utilisation de facteurs N-Prot spécifiques, du moins au phylum,

devrait être encouragée.

III. Liquéfaction de l'algue par EAE, UAE et UAEH

III.1. Comparaison des trois procédés : EAE, UAE et UAEH

Les cinétiques de liquéfaction de  Grateloupia turuturu au cours du temps, obtenues

avec les trois procédés, sont comparées avec celle du Témoin et présentées sur la  Figure

39.
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Figure  39 :  cinétiques de liquéfaction pour les trois procédés étudiés et la condition
témoin, à 40 °C. Les valeurs correspondent aux moyennes ± écarts types, n=3
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Quelles que soient les conditions expérimentales, une augmentation régulière de la

liquéfaction est observée avec néanmoins des allures différentes selon le procédé (Figure

39).

En l'absence d'enzymes et d'ultrasons (Témoin), la liquéfaction de l'algue augmente

progressivement à partir de 120 minutes pour atteindre, après 360 minutes, une valeur de 8

± 1 %. L'ajout d'enzymes (EAE), accélère et augmente de façon conséquente la liquéfaction,

conduisant à un doublement du gain par rapport au Témoin en fin d'expérimentation (19 ± 1

%). Cette évolution est encore plus marquée en présence d'ultrasons seuls (UAE), avec un

gain de liquéfaction de 26,9  ± 6 % atteint après six heures de traitement. Par ailleurs, les

ultrasons semblent accélérer le processus de liquéfaction puisque trois heures suffisent pour

atteindre la valeur obtenue en six heures avec les enzymes seules (EAE).

Lorsque  les  enzymes  et  les  ultrasons  sont  appliqués  simultanément  (UAEH),  la

cinétique de liquéfaction est encore différente. Ainsi, une forte et rapide augmentation est

constatée sur les trois premières heures, elle est plus modérée l'heure qui suit, pour ensuite

tendre vers un plateau à partir de quatre heures. Sur ces trois dernières heures, le gain de

liquéfaction est en moyenne de 40 ± 1 %. Une heure d'un tel traitement suffit pour atteindre

20 % de gain de liquéfaction, valeur obtenue en quatre heures de traitement par l'UAE et

jamais atteinte avec l'EAE ou le Témoin.

En  terme  d'efficacité,  il  est  possible  de  hiérarchiser  les  traitements  étudiés  ici :

Témoin <  EAE  <  UAE  <  UAEH.  Les  complexes  enzymatiques  utilisés  s'avèrent  donc

moyennement efficaces dans ces conditions, ce qui n'est pas étonnant compte tenu de leur

absence de spécificité et de la basse température utilisée ici (40 °C), assez éloignée de leur

optima  (Tableau  X).  Le  traitement  aux  ultrasons  s'avère  plus  performant,  permettant

d'atteindre  une  meilleure  liquéfaction  de  l'algue.  Cette  observation  a  déjà  été  faite  pour

l'algue brune Ecklonia cava.  En effet, les ultrasons ont permis de diviser par 4 la durée de

l'extraction par rapport à la méthode conventionnelle  (Lee  et al., 2013). Néanmoins, c'est

sans conteste l'utilisation combinée des enzymes et des ultrasons qui est de loin la plus

efficace.  Le  gain  de  temps  constaté  grâce  à  ce  couplage,  a  déjà  été  démontré  pour

l'extraction  de  composés  issus  de  baies  de  Goji  (Liu  et  al.,  2014) et  de  l'algue  rouge

Palmaria  palmata (Peña-Farfal  et  al.,  2005).  Il  pourrait  s'expliquer,  en  partie,  par  une

synergie enzymes-ultrasons, comme cela a déjà été décrit sur d'autres biomasses végétales

pour l'extraction de polysaccharides et de sucres réducteurs (Easson et al., 2011; Wu et al.,

2014). En effet, à 120 minutes, le gain de liquéfaction combiné de l'EAE et de l'UAE atteint

24 % contre 31 % pour l'UAEH. Ces résultats laissent supposer un effet synergique, dans
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ces conditions, entre enzymes et ultrasons.

Remarque : un suivi du pH a permis de constater sa relative stabilité au cours du temps,

avec au  maximum une augmentation de 0,5 unité. Par ailleurs et à titre indicatif, pour les

procédés UAE et UAEH la puissance délivrée au mélange varie entre 300 et 340 W (prise en

compte du rendement de l'ordre de 85 % du SONITUBE®). L'énergie apportée au mélange

réactionnel après 6 heures de sonication était donc comprise entre 1800 et 2040 W.h  (soit

6480  à  7344  kJ).  En  ramenant  au  poids  de  mélange  réactionnel  initial  (± 3,3  kg)  cela

correspond à une énergie apportée par kilogramme comprise entre 545 et 618 W.h.kg-1. En

considérant les prélèvements effectués au cours des essais, environ 19 % du volume initial

est soutiré, le poids final de mélange était donc d'environ 2,7 kg, soit une énergie apportée

par kilogramme légèrement plus importante et comprise entre 670 et 760 W.h.kg-1.

La  Figure  40 représente  le  pourcentage  final  (après  six  heures)  de  composés

solubilisés pour les trois procédés et le Témoin. Par rapport au Témoin (54,60 ± 1,09 %), les

trois  procédés (EAE,  UAE et  UAEH)  permettent  d'augmenter  le  taux  final  de  composés

présents  en  solution,  avec  respectivement :  71,36  ± 0,80 % ;  73,72  ± 0,54  % et  90,71

± 0,13 %. La différence observée entre l'EAE et  l'UAE est  cependant  faible.  Ces valeurs

finales sont cohérentes avec les cinétiques de gain de liquéfaction décrites précédemment

(Figure 39).
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Figure  40 :  pourcentages de matière liquéfiée après 360 minutes pour les trois
procédés d'extraction (EAE,  UAE et  UAEH) et  la  condition témoin.  Les valeurs
correspondent aux moyennes ± écarts types, n=3. Les lettres différentes indiquent
une différence significative avec p < 0,05
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Cette augmentation de la liquéfaction, par hydrolyse enzymatique (polysaccharidases

ou protéases industrielles), a été décrite en 2010 pour l'algue rouge Palmaria palmata. Parmi

les  enzymes  testées,  une  protéase  (Umamizyme)  a  permis  d'atteindre  le  plus  haut

rendement  d'extraction  des  composés  de  cette  algue  (76  %),  suivie  par  deux

polysaccharidases (68 % pour  Ultraflo® et 66 % pour Celluclast®)  (Wang et al., 2010). Les

71,36 % trouvés ici sont du même ordre de grandeur que les valeurs atteintes dans cette

étude.  En ce qui  concerne  Grateloupia  turuturu,  des travaux précédents sur  des  algues

broyées après séchage ou lyophilisation ont montré que des polysaccharidases, spécifiques

aux  algues  (Denis  et  al.,  2009d) ou  commerciales  (Denis  et  al.,  2009b),  induisaient  la

dégradation  du  thalle  et  la  production  d'oligosaccharides.  À l'issue  de  ces  travaux,  les

auteurs recommandent l'utilisation d'une cellulase pour hydrolyser cette algue. Néanmoins, il

a été récemment montré que l'extraction des protéines d'une autre algue rouge,  Palmaria

palmata, par une xylanase était tout aussi efficace sur une biomasse humide grossièrement

broyée (Dumay et al., 2013). Le pourcentage de matière en solution observé ici à l'aide du

cocktail enzymatique (71,36 %, Figure 40) démontre la faisabilité de l'hydrolyse enzymatique

de Grateloupia turuturu humide et broyée.

L'extraction  assistée par  ultrasons (UAE) est  développée depuis  plusieurs dizaines

d'années sur des biomasses végétales diverses (Mason et al., 2011; Vinatoru et al., 1997).

En revanche, sur les macroalgues cette technologie est relativement nouvelle. Les travaux

sont donc peu nombreux et récents. 

Par exemple, en 2015, une étude s'est intéressée aux rendements d'extraction de la

matière sèche,  obtenus par EAE et UAE, sur trois macroalgues :  une rouge (Osmundea

pinnatifida), une brune (Sargassum muticum) et une verte (Codium tomentosum) (Rodrigues

et al., 2015b). La comparaison des résultats obtenus par EAE (deux polysaccharidases et

deux protéases) et par UAE, a mis en avant de meilleurs rendements pour l'EAE. Ainsi, pour

l'algue brune et l'algue verte il faudrait privilégier des polysaccharidases. En revanche, pour

l'algue rouge, une cellulase et  une protéase s'avèrent intéressantes. Dans les conditions

expérimentales de l'étude, l'UAE n'apparaissait pas satisfaisante par rapport à la méthode

conventionnelle,  avec moins de 50 % des composés d'Osmundea pinnatifida solubilisés.

A contrario, deux autres études ont décrit pour des algues brunes,  Ascophyllum nodosum

(Kadam  et  al.,  2015a) et  Ecklonia  cava (Lee  et  al.,  2013),  une  augmentation  de  la

solubilisation des composés grâce aux ultrasons. Sous l'action des ultrasons, les composés

de l'algue seraient extraits en deux temps. Dans un premier temps, il y aurait solubilisation

des  composés  présents  à  la  surface  des  thalles  puis,  dans  un  deuxième  temps,

intensification  du  transfert  de  matière  induisant  une  meilleure  diffusion  des  composés
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matriciels  dans  le  solvant  d'extraction  (Kadam  et  al.,  2015b).  Il  apparaît  donc  que  la

composition pariétale de l'algue influence fortement les procédés d'hydrolyse enzymatique

mais aussi des ultrasons. Concernant  l'UAE, il  est très difficile de comparer les résultats

entre études en raison de la variation de différents paramètres : type de réacteur à ultrasons,

fréquence, puissance, volume irradié, durée de traitement, etc..

Parmi  les  trois  procédés  étudiés,  l'extraction  assistée  par  ultrasons  et  hydrolyse

enzymatique (UAEH) est la plus efficace, avec près de 91 % de matière passée en solution

(Figure 40), ce qu'illustre bien la Figure 41.

Les travaux portant sur l'utilisation du couplage enzymes-ultrasons ont essentiellement

été  réalisés  sur  des  végétaux  supérieurs,  avec  majoritairement  l'utilisation  de

polysaccharidases (Easson et al., 2011; Leaes et al., 2013b; Lunelli et al., 2014; Yachmenev

et al., 2009) et parfois de mélanges polysaccharidases - protéases (Wu et al., 2014; Zhang

et al., 2011). La plupart de ces études ne portent pas sur l'extraction des composés dans leur

ensemble, mais ciblent certaines molécules : polysaccharides  (Liu  et al.,  2014; Wu  et al.,

2014; Yachmenev  et al., 2009), sucres fermentescibles  (Leaes  et al., 2013b; Lunelli  et al.,

2014) et sucres réducteurs  (Easson  et  al.,  2011).  La comparaison avec les  résultats  de

liquéfaction obtenus ici est donc délicate.

Quelques rares travaux utilisant  ce couplage ont  été publiés sur des macroalgues.

Ainsi, deux études ont démontré l'intérêt de ce procédé à des fins analytiques (Peña-Farfal

et al., 2005; Romarís-Hortas et al., 2013), et deux autres pour l'extraction de composés. Ces

dernières ciblaient les polysaccharides sulfatés d'une algue rouge Gracilaria birdiae (Fidelis

et al., 2014) et la libération du glucose d'une algue verte Ulva rigida pour la production de

bioéthanol  (Korzen  et  al.,  2015).  Les conclusions  de ces  études seront  plus longuement

détaillées dans la partie portant sur l'analyse biochimique des fractions.
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Figure 41 : photographie des culots obtenus avec l'UAEH, à T0 min, 60 min,
180 min et 360 min.
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Selon les procédés mis en œuvre, des différences de viscosité ont été constatées.

Ainsi pour le témoin et l'EAE, la viscosité apparente était élevée induisant une séparation

culot/surnageant  délicate.  La  présence  de  carraghénanes  chez  Grateloupia  turuturu,

polysaccharides sulfatés dont la température de gélification est comprise entre 30 et 45 °C

(Venegas-Sanchez  et  al.,  2013),  explique  certainement  cela.  En  revanche,  lorsque  les

ultrasons sont appliqués (UAE et UAEH), les prélèvements apparaissent plus liquides avec

une séparation aisée des phases. En 2013, une étude a montré que les ultrasons pouvaient

diminuer  la  viscosité  (forces  de  cisaillement)  des  solutions  d'agar,  de  kappa  et  iota

carraghénanes ; la fréquence ultrasonore permettant cette diminution de viscosité variait d'un

polysaccharide testé à l'autre. Néanmoins, ce phénomène était  réversible avec un retour

rapide (5 minutes) à la viscosité initiale (Venegas-Sanchez et al., 2013). 

Ces changements de viscosité seraient dus à des ruptures de liaisons au sein des

polysaccharides. En effet, les ultrasons provoqueraient la rupture de liaisons hydrogène des

carraghénanes  (Venegas-Sanchez  et  al.,  2013).  Une  autre  étude,  portant  sur  les

polysaccharides de l'algue rouge Pyropia yezoensis, a quant à elle expliqué cette diminution

de  viscosité  par  la  rupture  de  liaisons  glycosidiques  (Zhou  et  Ma,  2006).  Ces liaisons

rompues (glycosidiques et hydrogène) pourraient donc favoriser la libération des composés

matriciels et aussi l'entrée des enzymes, ce qui serait en accord avec les 74 % de matière

solubilisée par l'UAE et les 91 % par UAEH. De plus, la dégradation des polysaccharides de

Pyropia yezoensis par sonication nécessiterait une énergie d'activation plus faible que par

hydrolyse enzymatique (Zhou et Ma, 2006).

III.2. Analyses biochimiques des fractions générées

III.2.1. Sucres hydrosolubles, composés carbonés et azotés

Les fractions  solubles  obtenues après 360 minutes ont  toutes été analysées.  Leur

composition en termes de sucres hydrosolubles, de rendement d'extraction en carbone et en

azote est présentée dans la Figure 42. Afin de s'affranchir des sucres apportés par le cocktail

enzymatique (EAE et UAEH), la teneur en sucres totaux a été dosée et estimée à 427,43

mg.g-1 de cocktail enzymatique. Pour ne pas surestimer les résultats de l'EAE et de l'UAEH,

et pouvoir les comparer au témoin et à l'UAE, les sucres apportés par les enzymes ont été

soustraits dans les résultats présentés dans la Figure 42a, pour l'EAE et l'UAEH.

Remarque : les complexes enzymatiques apportent beaucoup de sucres, ce qui est cohérent

avec  les  informations  obtenues  auprès  des  fournisseurs  (Communications  personnelles,
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Novozymes® et Takabio) : Sumizyme TG contient 50 % de dextrines, Sumizyme MC contient

79 % de maltodextrines, Ultraflo® XL contient 30 % de glycérol et 20 % de sorbitol, pour

Multifect CX® 15 L l'information n'a pas été communiquée.

L'extraction  des sucres  hydrosolubles (Figure  42a)  n'est  pas  augmentée  de  façon

significative par l'hydrolyse enzymatique avec un rendement d'extraction de 150 ± 10 mg.g-1

Alg.S contre 133 ± 5 mg.g-1 Alg.S pour le Témoin. Ce résultat va à l'encontre de précédentes

études, qui ont montré que des enzymes spécifiques aux macroalgues (Denis et al., 2009d)

et des enzymes commerciales  (Denis  et al.,  2009b) permettaient la libération des sucres

(hydrosolubles et réducteurs) de Grateloupia turuturu. Une de ces études, réalisée dans les

mêmes conditions (40 °C, 6 heures), a même décrit que l'extraction solide-liquide (Témoin)

permettait d'extraire un peu plus de 150 mg.g-1 Alg.S de sucres hydrosolubles (ce qui est

cohérent avec les 133 mg.g-1 Alg.S trouvés ici). En revanche, l'enzyme la plus performante

(Ultraflo®  L) permettait  d'extraire 250 mg.g-1 Alg.S de sucres hydrosolubles,  mais sur des

algues préalablement séchées et broyées (Denis et al., 2009b).
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Figure  42 : analyses biochimiques des fractions hydrosolubles. a : sucres hydrosolubles (mg.g -1

Alg.S) ;  b :  rendement  d'extraction  à  T360  pour  le  carbone  (couleur)  et  augmentation  de  ce
rendement (T360 – T0) (hachures); c :  rendement d'extraction à T360 pour l'azote (couleur) et
augmentation de ce rendement (T360 – T0) (hachures). Les valeurs correspondent aux moyennes
±  écarts  types,  n=3.  Les  différences  significatives  (p  <  0,05)  sont  indiquées  par  des  lettres
différentes.
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L'extraction assistée par ultrasons permet quant à elle d'augmenter significativement

l'extraction des sucres hydrosolubles (296  ± 37 mg.g-1) par rapport au Témoin et à l'EAE.

Dans ces conditions expérimentales, les ultrasons sont donc plus efficaces que les enzymes.

Cependant, deux études récentes ont fait des constats différents. Ainsi, pour l'algue rouge

Osmundea  pinnatifida,  les  ultrasons  n'ont  pas  permis  d'extraire  plus  de  sucres  que

l'extraction solide-liquide à chaud, contrairement à l'hydrolyse par une cellulase (Rodrigues

et al., 2015b). Il en est de même sur l'algue verte  Ulva rigida où l'hydrolyse enzymatique

(solution enzymatique d'Aspergillus niger) s'est avérée la plus efficace, bien que la sonication

ait tout de même permis d'extraire plus de sucres hydrosolubles que la condition Témoin

(Karray et al., 2015).

Des  trois  procédés,  l'UAEH  est  celui  qui  a  conduit  à  extraire  le  plus  de  sucres

hydrosolubles,  439 mg.g-1 Alg.S, soit 3,3 fois plus de sucres extraits par rapport au Témoin

(Figure 42a). Ces résultats sont cohérents avec les taux de liquéfaction (Figure 40). L'intérêt

de ce couplage ultrasons-enzymes pour  l'extraction  des sucres (polysaccharides,  sucres

fermentescibles et réducteurs) a déjà été démontré chez des végétaux supérieurs (Chen et

al., 2012; Leaes et al., 2013b; Liu et al., 2014; Lunelli et al., 2014; Yachmenev et al., 2009).

Seules  deux des  études  appliquant  l'UAEH sur  des  macroalgues  se sont  intéressées  à

l'extraction des sucres. La première étude a montré sur l'algue rouge Gracilaria birdiae, que

l'extraction de polysaccharides sulfatés n'était pas améliorée par les ultrasons. En revanche,

lorsque des protéases étaient combinées à la sonication, l'extraction des polysaccharides

sulfatés était multipliée par 5,8 par rapport au Témoin (22 °C). L'ajout de NaOH à 0,1 M

permettait  même  de  rendre  la  sonication  efficace  par  rapport  au  Témoin  (x  2,5)  et

d'augmenter plus fortement l'efficacité du couplage (x 15,9). D'après les auteurs, le NaOH

agirait  au niveau de la  matrice extracellulaire en clivant  les interactions polysaccharides-

composés phénoliques  (Fidelis  et al., 2014). Cette étude ne précise cependant pas si ce

couplage était simultané ou séquentiel, or, il a été récemment démontré (sur la citrouille)

qu'une  combinaison  simultanée  était  plus  efficace  qu'une  combinaison  séquentielle

(sonication puis hydrolyse enzymatique ou inversement) (Wu et al., 2014). 

En  2015,  une  seconde  étude  sur  l'algue  verte  Ulva  rigida a  comparé  l'hydrolyse

enzymatique avec le couplage simultané enzymes-ultrasons (Korzen et al., 2015). L'objectif

de  cette  étude  était  de  produire  du  bioéthanol  à  partir  du  glucose  libéré au  cours  de

l'hydrolyse  de  l'amidon  de  l'algue.  L'intérêt  du  couplage  simultané  ultrasons  et

polysaccharidases (α amylase, amyloglucosidase et cellulase) a de nouveau été démontré.

En  effet,  la  libération  du  glucose  était  3,1  fois  plus  élevée  par  rapport  à  l'hydrolyse
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enzymatique conventionnelle. De plus, un gain de temps considérable a été observé grâce à

l'association  de  ces  deux  procédés : 24  heures  étaient  nécessaires  pour  l'hydrolyse

enzymatique  conventionnelle,  contre  seulement  1  heure  lorsque  les  ultrasons  étaient

ajoutés.  Ce gain de temps par rapport à l'EAE a également été rapporté récemment pour

l'extraction, par UAEH, de polysaccharides d'un mollusque bivalve Corbicula fluminea (Liao

et al., 2015).

En ce qui concerne les composés carbonés (Figure 42b),  quel que soit  le procédé

utilisé, leur extraction est significativement augmentée par rapport au Témoin (44,58 ± 0,69

%) :  66,45  ± 9,10 % (EAE),  61,86 ± 0,28 % (UAE) et  92,27 ± 0,34 % (UAEH). Aucune

différence significative n'a été constatée entre l'EAE et l'UAE. L'UAEH a de nouveau permis

d'extraire le plus de matière carbonée issue de l'algue, ce qui est cohérent avec les résultats

précédents (liquéfaction et sucres hydrosolubles). Le calcul de la différence de rendements

entre la fin et le début des procédés (T360-T0), correspondant aux barres hachurées sur le

graphique, permet de s'affranchir d'un éventuel « biais enzymes ». Ainsi,  l'EAE augmente

l'extraction du carbone de 20,24 ± 4,89 %, l'UAE de 27,32 ± 0,80 % et l'UAEH de 51,69 ±

9,31 %.

Concernant l'extraction des composés azotés (Figure 42c), les rendements d'extraction

suivent  les  mêmes  tendances  que  celles  du  carbone,  à  savoir  que  les  trois  procédés

permettent d'augmenter de façon significative l'extraction de l'azote par rapport au Témoin

(41,05 ± 0,69). Il n'y a pas de différence significative entre l'EAE et l'UAE (54,98 ± 6,24 % et

53,11 ± 0,44 %), le couplage (UAEH) s'avère être le procédé permettant d'atteindre le taux

d'extraction le plus élevé (73,95 ± 1,16 %). Ces résultats sont eux aussi en accord avec les

précédentes observations. De plus, les augmentations sont bien dues à l'effet procédé et

non à l'ajout des enzymes puisque les différences entre T360 et T0 aboutissent aux mêmes

tendances : absence de différence entre EAE (17,82 ± 3,37 %) et UAE (12,79 ± 1,47 %) et

meilleure efficacité pour le couplage (34,45 ± 4,12 %). Pour le Témoin, l'extraction de l'azote

est augmentée de seulement 1 % (celle du carbone de 7 %, Figure 42b), ce qui montre bien

la  difficulté  d'accès  au  contenu  matriciel  de  Grateloupia  turuturu, d'où  la  nécessité  de

procédés adaptés.

Contrairement  aux  sucres  hydrosolubles,  l'hydrolyse  enzymatique  augmente

l'extraction de l'azote et du carbone de l'algue par rapport au Témoin. La température de

40 °C, bien qu'inférieure aux préconisations des fournisseurs, permettrait donc une libération

de ces composés.  Or,  une précédente étude,  sur l'extraction des protéines de  Palmaria

palmata, a montré qu'une xylanase pouvait être active à une température inférieure à celle
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recommandée par le fournisseur (Dumay et al., 2013).  Dans cette étude, la xylanase était

même plus efficace à 25 °C qu'à 40 °C (température indiquée par le fournisseur).

Plusieurs  études  ont  démontré  l'intérêt  de  l'hydrolyse  enzymatique  (protéases  ou

polysaccharidases) pour l'extraction des protéines de différentes espèces de macroalgues

rouges (Fleurence et al., 1995; Hardouin et al., 2013; Joubert et Fleurence, 2008; Wijesinghe

et  Jeon,  2013). En revanche,  peu d'études emploient  les ultrasons à cette fin,  bien que

l'utilisation d'un bain à ultrasons (1 heure) ait été évoquée, il  y a quelques années, pour

faciliter l'extraction des protéines de Palmaria palmata lyophilisée et broyée (Galland-Irmouli

et al., 1999). Néanmoins, le sujet n'étant pas l'extraction en elle-même, aucune comparaison

n'avait été faite avec une extraction sans ultrasons.

Les avis  divergent  concernant  l'efficacité  du couplage enzyme-ultrasons.  Ainsi,  une

récente étude a établi une action positive des ultrasons et du couplage protéases-ultrasons

pour  l'extraction  des  protéines  de  l'algue  rouge  Gracilaria  birdiae (Fidelis  et  al.,  2014).

À l'inverse,  une  deuxième  étude  a,  quant  à  elle,  remarqué  que  les  ultrasons  étaient

inefficaces,  tandis  que  les  enzymes  permettaient  d'augmenter  l'extraction  des composés

azotés,  les  protéases  étant  plus  efficaces  que  les  polysaccharidases  (Rodrigues  et  al.,

2015b).  Cette absence d'efficacité  des ultrasons sur  l'extraction des protéines (en milieu

acide, HNO3 4 %), avait par ailleurs déjà été démontrée sur deux algues brunes Saccharina

latissima et Laminaria digitata (Vanegas et al., 2014).

Pour  résumer,  l'UAEH est  le  procédé  qui  permet  d'extraire  le  plus  de  sucres

hydrosolubles,  de  composés  azotés  et  carbonés,  ce  qui  est  cohérent  avec  les

résultats de liquéfaction observés.  Il  est  cependant  difficile  de comparer ces résultats

avec ceux de la littérature. En effet, comme l'ont souligné les auteurs d'une récente revue,

plusieurs  paramètres influents diffèrent  d'une étude à  l'autre :  la  nature  de la  biomasse

(végétaux  supérieurs/algues  (rouges,  brunes  ou  vertes),  les  enzymes  utilisées

(polysaccharidases et/ou protéases), le type de réacteur à ultrasons et les paramètres de

sonication (température, fréquence, puissance, durée de traitement, volume traité) (Delgado-

Povedano et Luque de Castro, 2015).

III.2.2. Influence de l'UAEH sur l'extraction des acides aminés

Il a été montré précédemment que le procédé permettant d'extraire le plus d'azote était

l'UAEH (Figure 42c). Afin de pouvoir évaluer plus précisément cette extraction, l'analyse des

acides aminés a donc été réalisée sur des échantillons obtenus après six heures : d'UAEH,

de condition Témoin, ainsi que sur l'algue collectée en 2013.
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Il  s'avère  que l'UAEH  permet  d'extraire  54,02  ±  0,19  %  des  acides  aminés  de

Grateloupia turuturu tandis que dans la condition Témoin, seulement 25,79 ± 0,57 % en sont

extraits.  L'UAEH permettrait  donc de multiplier par 2,1 la teneur en acides aminés de la

fraction soluble (contre 1,8 pour l'azote).

Remarque : ce facteur, plus élevé pour les acides aminés, peut être dû à une surestimation

induite par les acides aminés apportés par les complexes enzymatiques. Par ailleurs, en

2013,  une étude a  montré sur cinq espèces d'algues (dont deux algues rouges Palmaria

palmata et Porphyra umbilicalis) que les ultrasons permettaient d'intensifier l'extraction par

hydrolyse enzymatique (protéase) de composés iodés présents sous forme d'acides aminés

iodés (iodotyrosine) (Romarís-Hortas et al., 2013).

Sur un plan qualitatif, le profil des acides aminés (Figure 43) permet de constater que

les 17 acides aminés détectés chez  Grateloupia turuturu sont retrouvés dans les fractions

solubles, avec ou sans UAEH. L'acide aspartique et l'acide glutamique sont majoritairement

présents, comme chez l'algue brute. Le ratio AAE/AAdétectés est de 34 % pour le Témoin et

l'UAEH mais il est un peu plus élevé pour l'algue brute (38 %), ce qui signifie que certains

acides aminés seraient plus difficiles à extraire. Il s'avère que les fractions solubles (Témoin

et UAEH) contiennent une plus grande proportion de cystéine (Cys), acide aspartique (Asp),

alanine  (Ala),  acide  glutamique  (Glu),  glycine  (Gly)  et  sérine  (Ser)  qui  sont  des  acides

aminés non essentiels. En revanche, par rapport à l'algue brute, pour l'UAEH et le Témoin,

certains  acides  aminés  sont  moins  bien  représentés.  C'est  le  cas  des  AAE  suivants :

l'histidine (His), la leucine (Leu) et la phénylalanine (Phe).

La  comparaison  des  acides  aminés  extraits  avec  l'UAEH  et  la  condition  Témoin,

indique que l'UAEH augmenterait la proportion de trois AAE : l'isoleucine (Ile), la thréonine

(Thr)  et  la  valine  (Val) ;  ainsi  que  celle  de l'acide  aspartique  (Asp)  et  glutamique (Glu).

En revanche,  d'autres  acides  aminés  semblent  être  en  proportion  moins  importante  :  la

leucine (Leu), la lysine (Lys), la phénylalanine (Phe), l'arginine (Arg) et la tyrosine (Tyr).
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Peu de travaux comparent les procédés d'extraction selon les profils en acides aminés

des extraits obtenus. Une récente étude, sur le marc de raisin, a néanmoins montré que

l'UAE était une méthode intéressante pour l'extraction des acides aminés par rapport à la

technique  conventionnelle  de  macération,  avec  une  extraction  non  sélective  des  acides

aminés (Carrera et al., 2015).

III.3. Observations par microscopie

Afin de visualiser l'effet des différents procédés sur les thalles de Grateloupia turuturu,

des prélèvements on été observés en microscopie, avant l'application du procédé et après

180 et 360 minutes (Figure 44). Quels que soient le traitement et sa durée, une dégradation

du  thalle  est  observée  avec  la  présence  de  débris  cellulaires  en  suspension.  De  telles

observations ont déjà été rapportées après l'hydrolyse enzymatique de Grateloupia turuturu

(Denis et al., 2009b). Par rapport à l'EAE, l'extraction par ultrasons semble induire une plus

importante dégradation à 180 et à 360 minutes, avec la formation de « trous » au sein du
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Figure  43 : pourcentage relatif  de chaque acide aminé pour  Grateloupia turuturu, le Témoin et
l'UAEH. Analyses effectuées par InVivo Labs. Les valeurs correspondent aux moyennes ± écarts
types. n=2 pour l'UAEH et la condition Témoin, n=1 pour l'algue. AAE : acides aminés essentiels.
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thalle (flèches noires). Ces observations sont cohérentes avec celles effectuées sur d'autres

tissus végétaux soumis à des ondes ultrasonores (Easson et al., 2011; Toma et al., 2001).

Parmi  les  trois  procédés,  le  couplage  ultrasons-enzymes  semble  le  plus  efficace.

En effet, les fragments de thalles sont difficiles à distinguer parmi les débris cellulaires en

suspension,  comme le montrent  les photographies UAEH-1 et  UAEH-2 (Figure 44).  Ces

observations confortent l'idée que la sonication induit la dégradation de la surface du thalle,

grâce à l'implosion des bulles de cavitation, ce qui devrait faciliter la meilleure pénétration

des enzymes  (Mason  et al., 2011; Toma  et al., 2001). Ces deux phénomènes conduisent

ainsi à l'intensification de la liquéfaction de Grateloupia turuturu.
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Figure  44 : observations en microscopie optique des prélèvements pour les trois procédés (EAE, UAE et UAEH) à T0 (A et B), 180 (-1) et 360 (-2)
minutes. a : G x 100 (échelle de 200 µm). b : G x 1000 (échelle de 20 µm). Les flèches indiquent des exemples de zones de détérioration du thalle
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IV. Conclusion

Ce chapitre a permis de montrer que les thalles de  Grateloupia turuturu, collectés à

Batz-sur-Mer  aux  printemps  2013  et  2014,  ne  présentaient  pas  de  compositions

biochimiques très différentes. Pour la première fois une analyse de la composition en acides

aminés a été effectuée sur cette algue. Elle a démontré que Grateloupia turuturu contient les

vingt  acides  aminés protéinogènes,  avec  une prédominance de  l'acide aspartique  et  de

l'acide glutamique, les neufs acides aminés essentiels sont également présents. Avec un

ratio  AAE/AA  détectés de  l'ordre  de  40  %,  Grateloupia  turuturu présente  donc  un  intérêt

nutritionnel intéressant bien que n'étant pas encore autorisée en alimentation humaine en

Europe.

Un  facteur  de  conversion  azote-protéines  spécifique  à  Grateloupia  turuturu

(N-Prot = 5,16) a pu être établi. Cette valeur reste à confirmer, mais elle pourrait substituer le

facteur 6,25 habituel, qui a tendance à surestimer les protéines totales de l'algue.

Parmi les trois procédés étudiés dans ce chapitre, il ressort que l'extraction assistée

par  ultrasons  et  par  hydrolyse  enzymatique  (UAEH)  est  la  plus  prometteuse

puisqu'elle a permis de solubiliser plus de 90 % des composés de l'algue. Ce niveau

élevé  de  liquéfaction  est  associé  aux  meilleurs  rendements  d'extractions  des  sucres

hydrosolubles, de l'azote et du carbone de Grateloupia turuturu. Ainsi, par rapport au Témoin

et après six heures de traitement, des facteurs multiplicatifs de 1,7 pour la liquéfaction de

l'algue,  de  3,3  pour  les  sucres,  de  1,8  pour  l'azote  et  de  2,2  pour  le  carbone  ont  été

déterminés. L'extraction des acides aminés a quant à elle été plus que doublée (x 2,1).

L'étude  des  cinétiques  a  révélé  que,  dans  ces  conditions  (UAEH),  il  n'est  pas

nécessaire de procéder à un traitement au-delà de quatre heures et qu'il semble y avoir une

synergie entre les enzymes et les ultrasons. 

Ce premier chapitre avait pour objectif  de comparer trois procédés et d'établir s'il  y

avait  un  intérêt  ou  non  dans  le  couplage  de  l'EAE et  de  l'UAE pour  la  liquéfaction  de

Grateloupia turuturu, afin de maximiser l'extraction de ses composés. En ce sens, l'UAE et

surtout l'UAEH se sont montrées efficaces. Aussi, convient-il maintenant de rechercher

l'intérêt que peuvent apporter ces deux procédés sur l'extraction de molécules cibles à haute

valeur ajoutée,  telles que la R-phycoérythrine (R-PE).  Cette étude fait  l'objet  du chapitre

suivant.
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Chapitre IV : Influence de la température sur la liquéfaction de Grateloupia turuturu et l'extraction de la R-phycoérythrine

I. Contexte et objectifs de l'étude

Le  Chapitre  III  a  permis  de  sélectionner  deux  procédés  pour  la  liquéfaction  de

Grateloupia  turuturu  : l'extraction assistée par ultrasons (UAE) et l'extraction assistée par

ultrasons et par hydrolyse enzymatique (UAEH).

Dans ce chapitre, l'effet de la température sur ces deux procédés (UAE et UAEH) sera

évalué en quantifiant le taux de liquéfaction de l'algue et en qualifiant les fractions solubles

obtenues, avec une attention particulière pour la R-phycoérythrine (R-PE), composé d'intérêt

présent dans cette algue.

L'intérêt des ultrasons pour l'extraction de pigments et colorants d'origine naturelle a

déjà été démontré (Shirsath et al., 2012). En ce qui concerne la phycoérythrine, la sonication

permet l'extraction de la B-PE à partir de microalgues grâce à la destruction cellulaire qu'elle

provoque par le biais du phénomène de cavitation (Benavides et Rito-Palomares, 2006). En

revanche,  à notre  connaissance,  une  seule  étude  relate  l'utilisation  d'ultrasons  pour

accélérer  l'extraction  de  la  R-PE  à  partir  d'une  macroalgue  rouge,  en  l'occurrence

Heterosiphonia japonica, mais sans en évaluer l'effet sur le rendement d'extraction (Sun et

al., 2009). 

En  ce  qui  concerne  l'utilisation  d'enzymes  pour  extraire  la  R-PE  de  macroalgues

rouges,  les résultats varient  selon les études. Certains auteurs ont mis en évidence une

action positive des enzymes, notamment sur Palmaria palmata (Dumay et al., 2013; Joubert

et Fleurence, 2008) et sur Gracilaria verrucosa (Mensi et al., 2012). À l'inverse, il semblerait

que ce procédé ne donne pas satisfaction pour extraire la R-PE de Grateloupia turuturu, que

ce  soit  avec  des  enzymes  commerciales  et  industrielles (Denis  et  al.,  2009b) ou  des

polysaccharidases spécifiques à la paroi des algues rouges (Denis et al., 2009d).

Il s'agira donc, dans ce chapitre, de déterminer si l'UAE et l'UAEH peuvent faciliter

l'extraction de la R-PE des thalles de Grateloupia turuturu humides et broyés.

Une  première  étude  portant  sur  l'extraction  conventionnelle  des  composés

hydrosolubles  de  l'algue,  dont  la  R-PE,  et  sur  la  stabilité  de  ce  pigment  à  différentes

températures, introduit ce chapitre. Ensuite, les procédés d'UAE et d'UAEH ont été testés à

deux températures,  22  ± 1 °C et  40  ± 1 °C,  sur  Grateloupia turuturu  humide et  broyée.

Les expérimentations ont été réalisées à l'obscurité, à un débit de 50 L.h-1  et une puissance

de 400 W. Pour l'UAEH, 1 % de chaque complexe enzymatique, par rapport au poids d'algue
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humide, a été introduit dans le mélange réactionnel. Les extractions ont été conduites sur 6

heures, avec des prélèvements réguliers.

Ce chapitre a fait  l'objet d'une publication dans  Algal Research (Annexe 2, p.275) :

Ultrasound-Assisted Extraction of R-phycoerythrin from Grateloupia turuturu with and without

enzyme  addition.  Le  Guillard  Cécile,  Dumay  Justine,  Donnay-Moreno  Claire,  Bruzac

Sandrine, Ragon Jean-Yves, Fleurence Joël, Bergé Jean-Pascal. 2015. Algal Research 12:

522–528.

II. Extraction conventionnelle des composés hydrosolubles & stabilité 

de la R-PE vis-à-vis de la température

Cette étude a été effectuée sur les poudres d'algue de 2013 et de 2014. Deux solvants

d'extraction ont  été retenus :  le  tampon phosphate (pH 7,1 ;  20 mM) et  l'eau du réseau

ajustée à pH 5,5 (HCl 6 M). L'eau du réseau (pH 5,5) a été utilisée afin de comparer les

rendements  d'extraction  du  procédé  conventionnel  à  ceux  de  l'UAE  et  de  l'UAEH  en

s'affranchissant d'un éventuel effet solvant,  tandis que le tampon phosphate (pH 7,1) est

utilisé dans les précédentes études effectuées au laboratoire (Denis et al., 2010; Munier et

al., 2013).

II.1. Extraction conventionnelle

II.1.1. Les composés hydrosolubles

L'extraction  des  composés  hydrosolubles  (Figure  45a),  avec  la  méthode

conventionnelle au tampon phosphate, permet d'extraire autant de composés en 2014 qu'en

2013  (29,36  ± 0,10 % et  31,22  ± 0,98 % respectivement).  En revanche,  avec  l'eau du

réseau, l'extraction est légèrement plus faible en 2014 (26,55 ± 0,52 %) qu'en 2013 (29,74 ±

1,43 %). D'après ces résultats, entre ces deux années, il n'y a pas de différence importante

pour le passage en solution des composés de Grateloupia turuturu.

Le solvant d'extraction semble également ne pas avoir une influence très marquée sur

l'extraction  des  composés  hydrosolubles.  En  effet,  il  n'y  a  qu'une  légère  différence

significative entre les deux solvants, pour 2014 : 26,55 ± 0,52 % pour l'extraction à l'eau du

réseau et 29,36 ± 0,10 % au tampon phosphate, mais aucune différence n'est observée pour

2013.
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Figure 45 : extraction conventionnelle de composés hydrosolubles, à l'eau du réseau (pH 5,5) et au
tampon phosphate (pH 7,1). a : pourcentage de matière en solution. b : rendement d'extraction de la
R-PE (mg.g-1 Alg.S). Les valeurs correspondent aux moyennes ± écarts types, n=3. Les différences
significatives  (p  <  0,05)  sont  indiquées  par  des  lettres  différentes.  c  :  exemples  de  spectres
d'absorbance pour 2013 et 2014 (dilution 1/5).
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II.1.2. Focus sur un composé d'intérêt     : la R-phycoérythrine

Le  dosage  de  la  R-PE  dans  les  fractions  solubles  modère  cependant  ces  propos

(Figure 45b). Un effet solvant sur l'extraction de la R-PE est observé, puisque pour les deux

années le tampon phosphate permet d'atteindre des rendements d'extraction plus élevés

(3,25 ± 0,03 mg.g-1 Alg.S en 2013 et 1,90 mg.g-1 Alg.S en 2014) que l'eau du réseau à pH 5,5

(2,64  ±  0,14 mg.g-1 Alg.S en 2013 et de 1,64  ±  0,17 mg.g-1 Alg.S en 2014).  Les valeurs

trouvées ici mettent également en avant la variabilité de la teneur en R-PE de l'algue sur ces

deux années.

Parmi  tous  les solvants  d'extraction  mentionnés  dans  la  littérature,  le  tampon

phosphate est le plus retrouvé (Denis et al., 2010; Galland-Irmouli et al., 2000; Munier et al.,

2014; Niu et al., 2013; Senthilkumar et al., 2013) parfois additionné d'azoture de sodium (Liu

et al., 2005; Sun et al., 2009) ou de chlorure de sodium (Orta-Ramirez et al., 2000; Rossano

et al., 2003). Une étude a comparé l'extraction à l'eau distillée et au tampon phosphate de la

R-PE de  Grateloupia  turuturu,  mais  elle  n'a  pas  constaté  de  différence  entre  ces  deux

solvants (Denis et al., 2009a). Néanmoins, une étude récente, comparant trois solvants pour

l'extraction des phycobiliprotéines de Gracilaria crassa humide et broyée, a fait ressortir que

le rendement d'extraction de la R-PE est le plus élevé avec de l'eau distillée (pH 7), suivi par

le tampon phosphate (pH 6,8) et l'eau de mer (pH 8,13) (Sudhakar et al., 2015). Il est vrai

que, dans notre étude, le pH de l'eau du réseau est ajusté à 5,5 et est donc inférieur à celui

du  tampon  phosphate  (7,1),  de  l'eau  distillée  ou  de  l'eau  de  mer.  Néanmois,  plusieurs

auteurs ont montré que la R-PE était stable dans une large gamme de pH : 3,5 à 9,5 pour

Palmaria palmata (Galland-Irmouli  et al., 2000) et de 5 à 9 pour  Porphyra (Ogawa  et al.,

1991; Orta-Ramirez et al., 2000) voire même de 3,5 à 10 pour Polysiphonia urceolata (Liu et

al., 2009). Récemment, une étude a montré que la R-PE extraite de  Grateloupia turuturu

était  également stable vis-à-vis du pH, dans une gamme allant de 3 à 10  (Munier  et al.,

2014). Il semble donc que la différence de pH ne puisse pas, à elle seule, expliquer les

différents rendements d'extraction observés.

Ainsi,  la  composition  du  solvant  d'extraction  pourrait  elle  aussi  influencer  les

rendements  d'extraction  de  la  R-PE,  les  sels  présents  dans  les  solutions  tamponnées

pouvant favoriser l'extraction de composés ioniques, comme les protéines en général, et la

R-PE en particulier. De plus, il a été montré que l'ajout de NaCl permettait d'augmenter la

stabilité de la R-PE (Munier, 2013; Sudhakar et al., 2015). La présence naturelle de ce sel

dans l'eau de mer fait donc de celle-ci un solvant d'extraction potentiellement intéressant.
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L'extraction de la R-PE varie également de façon significative entre les  deux années

d'étude (Figure 45b). En effet, quel que soit le solvant, les rendements d'extraction sont les

plus élevés pour l'année 2013. Par rapport à l'année 2014, en 2013 le RR-PE est 1,6 fois plus

élevé avec l'eau du réseau et 1,7 fois plus élevé avec le tampon phosphate.

Différentes études portant sur l'extraction de la R-PE de Grateloupia turuturu collectée

dans la même  zone littorale (Figure 35, p.  125) et suivant le même protocole d'extraction

(tampon phosphate), font état de rendements allant de 1,2 à 5,3 mg.g -1 Alg.S (Denis et al.,

2010; Munier  et al., 2013, 2015). Les valeurs trouvées ici sont donc cohérentes avec ces

travaux. La variabilité géographique et saisonnière de la teneur en R-PE de cette algue a

déjà  été  démontrée  précédemment  (Denis  et  al.,  2010;  Munier  et  al.,  2013).  Ainsi,

Grateloupia  turuturu (Denis  et  al.,  2010) mais aussi  d'autres  algues  rouges  (Palmaria

palmata, Gracilaria gracilis) (Francavilla et al., 2013; Galland-Irmouli et al., 2000) contiennent

des  plus  grandes  concentrations  de  R-PE  en  automne-hiver  (Octobre  à  Janvier).  Ceci

s'expliquerait par une meilleure disponibilité de l'azote sur cette période et par une énergie

lumineuse moins  intense qu'en été.  En effet,  les  protéines,  telles  que la  R-PE,  seraient

dégradées par une énergie lumineuse trop importante (Galland-Irmouli et al., 1999). 

Remarque : l'extraction de la R-PE peut être effectuée à partir d'algues fraîches, congelées

ou encore lyophilisées, mais l'extraction sur algues lyophilisées et cryobroyées est la plus

courante (Dumay et al., 2014b).

Pour compléter ces éléments, des exemples de spectres d'absorption sont présentés

dans  la  Figure  45c.  Ces  spectres  sont  également  le  reflet  des  différences  constatées

précédemment, entre année et solvant d'extraction. Parmi les trois pics caractéristiques de la

R-PE (498, 540 et 565  nm), pour l'extraction au tampon phosphate, le pic à 565 nm est plus

intense en 2013 qu'en 2014.  Ce pic  correspond,  avec celui  à  540 nm, au chromophore

Phycoérythrobiline (PEB). Le pic à 498 nm correspond quant à lui à la Phycourobiline (PUB)

(Glazer, 1994).

Récemment, des travaux portant sur la purification de la R-PE de Grateloupia turuturu

ont mis en évidence la présence d'une R-PE de 260 kDa et d'une R-PE de 60 kDa (Munier,

2013;  Munier  et al.,  2015). Ces travaux ont montré que le pic d'absorption maximale se

situait à 565 nm pour la R-PE de 260 kDa, et à 540 nm pour la R-PE de 60 kDa. Au vu de

ces éléments, il semblerait donc que l'extrait de l'année 2013 contiendrait principalement de

la R-PE de 260 kDa, tandis que la R-PE de 60 kDa prédominerait dans l'extrait de 2014

(Figure 45c).
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II.2. Stabilité de la R-PE vis-à-vis de la température

L'étude de stabilité de la R-PE à différentes températures a été réalisée sur un extrait

conventionnel, avec de l'eau du réseau, à partir de poudre d'algue de 2013. Les procédés

étudiés dans ce chapitre (UAE et UAEH) étant appliqués pendant six heures, il a donc été

nécessaire d'évaluer la stabilité de la R-PE sur cette durée. Les résultats sont exprimés en

pourcentage de R-PE préservée (R-PEpréservée) par rapport au temps initial et sont présentés

sur la Figure 46.

Quelle que soit la température, le pourcentage de R-PEpréservée dans les extraits diminue

régulièrement au cours du temps.  Aucun plateau n'est  atteint  au bout  de 6 heures.  Les

évolutions  sont  globalement  similaires,  avec  une  dégradation  marquée  pendant  les  30

premières minutes, suivie par une moindre diminution.

Une  corrélation  positive  apparaît  entre  la  température  employée  et  le  niveau  de

dégradation de la R-PE. En effet,  après 30 minutes à 4 °C,  94  ± 0,5 % de la R-PE est

préservée contre seulement 61 ± 0,2 % à 40 °C, avec des valeurs intermédiaires à 25 et 30
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Figure 46 : étude de stabilité de la R-PE vis-à-vis de la température. Pourcentage
de R-PE préservée, dans des extraits conventionnels placés à 4, 25, 30 et 40 °C,
pendant 360 minutes. Les valeurs correspondent aux moyennes ± écarts types, n=3
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°C  (92  ± 0,2  %  et  86  ± 0,8  %  respectivement).  À la  fin  de  l'étude  (6  heures),  les

pourcentages de R-PEpréservée sont respectivement de 86 ± 1,2 %, 79 ± 1,3 %, 63 ± 1,3 % à

26  ± 0,6  %,  pour  4,  25,  30 et  40  °C.  Il  apparaît  qu'une augmentation  de 10 °C de  la

température (de 30 à 40 °C), a induit une forte diminution de la teneur en R-PE. En effet,

après 6 heures, les extraits contenaient 63 ± 1,3 % de R-PEpréservée à 30 °C contre 26 ± 0,6 %

à  40  °C.  Ces  résultats  mettent  donc  en  avant  l'effet  négatif  du  couplage  temps

d'exposition / température sur la préservation de la R-PE.

Remarque : la dégradation de la R-PE observée ici à 40 °C pourrait expliquer pourquoi, lors

de précédentes études, l'hydrolyse enzymatique de Grateloupia turuturu n'était pas apparue

satisfaisante après 6 heures d'exposition à cette température (Denis et al., 2009b, 2009d).

Plusieurs auteurs ont étudié la stabilité thermique de la R-PE. Ainsi, il a été mis en

évidence  que  la  R-PE  extraite  de  Palmaria  palmata  est  instable à  une  température

supérieure à 60 °C (Galland-Irmouli  et al., 2000). Une autre étude, menée sur Grateloupia

turuturu, précise même que 70 % de la R-PE est dénaturée à cette température mais que ce

pigment est relativement stable après une heure d'exposition à 40 °C (Munier et al., 2014).

Ici, après 60 minutes à 40 °C, la perte de 55 % de la R-PE initialement présente dans l'extrait

ne va pas dans le sens de ces travaux. Les conditions opératoires variables entre les études

expliquent certainement ces différences de stabilité, notamment le pH qui peut influencer la

stabilité thermique de ce pigment (Orta-Ramirez et al., 2000).

Les  spectres  d'absorbance  (Figure  47)  apportent  également  des  éléments  de

discussion.  Après  6  heures,  une  diminution  de  l'absorbance  globale  est  constatée  avec

l'élévation de la température. En revanche, tous les pics ne sont pas affectés de la même

manière.  En  effet,  parmi  les  trois  pics  caractéristiques  de  la  R-PE,  celui  à  498  nm

correspondant à un des deux chromophores de la R-PE (la phycourobiline, PUB)  (Glazer,

1994),  présente  une  meilleure  stabilité  vis-à-vis  de  l'augmentation  de  la  température.

Ces observations  sont  en  accord  avec  de  précédentes  études  (D’Agnolo  et  al.,  1993;

Galland-Irmouli  et  al.,  2000;  Munier  et  al.,  2014) et  cette  perte  de  stabilité  du  pigment

pourrait être liée à des modifications de la structure tertiaire de la protéine, plus précisément

à une diminution du nombre d'hélices alpha (D’Agnolo et al., 1993).
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III. Liquéfaction de l'algue : effets procédés / températures

Les  cinétiques  de  liquéfaction  de  l'algue,  pour  les  deux  procédés  et  aux  deux

températures étudiées, sont présentées sur la Figure 48.
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Figure  47 :  étude  de  stabilité  de  la  R-PE  vis-à-vis  de  la  température.  Spectres
d'absorbance de la R-PE, pour l'extrait initial (T0) et après 360 minutes à 4, 25, 30 et
40 °C. Exemple de spectres pour un des triplicats. (dilution 1/4)
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Pour trois des quatre conditions opératoires (UAE 22 °C et 40 °C, UAEH 22 °C), les

allures des courbes sont similaires avec une augmentation régulière de la liquéfaction au

cours  du  temps.  En  revanche,  et  comme détaillé  dans  le  Chapitre  III,  l'UAEH à  40  °C

présente une cinétique différente, avec une augmentation rapide suivie d'un ralentissement

tendant vers un plateau dès 4 heures (40 ± 1 % de gain de liquéfaction).

Remarque : comme indiqué dans le Chapitre III, le suivi du pH au cours du temps révèle sa

relative stabilité avec une augmentation maximale de 0,5 unité  pH. L'énergie délivrée au

mélange (W.h) et l'énergie apportée par kilogramme de mélange réactionnel (W.h.kg-1) sont

les mêmes que celles précédemment mentionnées (Chapitre III, III.1. ).

Les pourcentages de matière passée en solution après 6 heures de procédés sont

présentés sur la Figure 49.
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Figure  48 : cinétiques du gain de liquéfaction de  Grateloupia turuturu sur 6 heures.
Pour l'UAE et l'UAEH à 22 °C et à 40 °C. Les valeurs correspondent aux moyennes ±
écarts types, n=3
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Quelle  que  soit  la  température,  et  après  6  heures  de  traitement,  l'UAE et  l'UAEH

permettent d'extraire au moins deux fois plus de composés hydrosolubles que l'extraction

conventionnelle  sur  poudre  d'algue  lyophylisée  et  cryobroyée  (Figure  45a).  Ainsi,  une

extraction classique avec de l'eau du réseau à pH 5,5 (année 2013) permet d'extraire près

de 30 % des composés de Grateloupia turuturu, alors que pas moins de 73 % sont retrouvés

dans les extraits obtenus par traitement aux ultrasons (UAE), allant même jusqu'à 84 à 91 %

dans les extraits obtenus par traitement combiné ultrasons-enzymes (UAEH 22 °C et 40 °C

respectivement).

Pour  l'UAE,  aucune  différence  significative  n'est  observée  entre  22  °C  et  40  °C

(respectivement  73,53  ±  3,62 %  à  22 °C  et  73,72  ±  0,54  %  à  40  °C,  Figure  49).

La liquéfaction de Grateloupia turuturu, par sonication, ne semble donc pas être influencée

dans  cette  gamme  de  températures,  ce  que  confirme  l'observation  des  cinétiques  de

liquéfaction (Figure 48). Ces résultats vont à l'encontre des observations faites dans d'autres

études (Pingret et al., 2012; Rehman et al., 2013; Tao et al., 2014). En effet, l'augmentation

de la  température  peut  permettre  d'améliorer  l'efficacité  de la  sonication bien qu'au-delà

d'une certaine température  cette augmentation  serait  contre-productive.  Elle  provoquerait

une altération du phénomène de cavitation, due à une diminution de l'implosion des bulles de
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Figure  49 : pourcentages de matière liquéfiée après 360 minutes pour l'UAE et
l'UAEH à 22 °C et  40 °C. Les valeurs correspondent aux moyennes  ± écarts
types, n=3. Les différences significatives (p < 0,05) sont indiquées par des lettres
différentes
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cavitation et à une trop forte pression de vapeur du milieu réactionnel (Pingret et al., 2012;

Rehman et al., 2013; Tao et al., 2014). De plus, certains composés pourraient être dégradés

à partir  d'une température trop élevée (cas des polyphénols)  (Pingret  et al.,  2012). Il est

vraisemblable que l'écart de température étudié ici (22 – 40 °C) ne soit pas suffisant pour

observer un effet de la température sur la sonication.

Lorsque les complexes enzymatiques sont ajoutés au milieu (UAEH), l'augmentation

de température du mélange réactionnel  permet  d'extraire,  de façon significative,  plus de

composés (83,61 ± 1,95 % à 22 °C et 90,71 ± 0,13 % à 40 °C) (Figure 49). Ceci s'explique

probablement  par  une  température  (40 °C)  plus  proche  de  la  température  optimale  des

enzymes  (Tableau  X,  p.92).  De plus, quelle  que  soit  la  température,  la  présence  des

enzymes  permet  d'augmenter  la  liquéfaction  de  Grateloupia  turuturu  par  rapport  à  la

sonication seule, ce qui est en accord avec les résultats du Chapitre III.

Il semblerait donc que les ultrasons aient permis de diminuer la température de travail

des enzymes, puisqu'elles seraient actives à 22 °C (84 % de composés solubilisés), alors

qu'à 40 °C les enzymes (EAE) solubilisaient que 71 % des composés de l'algue (Chapitre III,

Figure 40).

Des  études  ont  précédemment  fait  état  d'une  diminution  de  l'énergie  d'activation

(température) des enzymes sous l'action des ultrasons : 40 % pour une amyloglucosidase

(Leaes  et al.,  2013a) et 80 % pour une amylase avec une activité trois fois plus élevée

(Souza et al., 2013). Plusieurs pistes ont été évoquées pour expliquer ce phénomène. Ainsi,

la sonication agirait en modifiant le comportement des enzymes vis-à-vis de la température

mais  également  du pH.  De plus,  il  semblerait  que l'effet  des  ultrasons sur  l'activité  des

enzymes  soit  bénéfique  jusqu'à  une  certaine  température,  au-delà  de  laquelle  elles

perdraient de leur efficacité  (Leaes  et al., 2013a; Souza  et al., 2013). Enfin, les ultrasons

augmenteraient l'activité des enzymes sans en modifier pour autant la température optimale.

Par exemple, la température optimale d'une dextranase (50 °C) est inchangée en présence

d'ultrasons, mais l'activité de l'enzyme est multipliée par un facteur 1,3 (Bashari et al., 2013).

Le même constat avait été fait précédemment pour une protéase végétale (alliinase) (Wang

et al., 2011).

Il  semble  donc  que,  pour  la  liquéfaction  de  Grateloupia  turuturu,  les  ultrasons

permettent  d'activer  les  enzymes  pour  des  températures  plus  basses que  celles

préconisées par  les  fournisseurs  et  que plus  la  température  est  proche de l'optima des

complexes enzymatiques, plus le couplage est efficace. Dans tous les cas, l'intensification de

la liquéfaction de l'algue par les ultrasons est notable, contribuant à améliorer la teneur en
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composés solubles des extraits par rapport à la méthode d'extraction conventionnelle. Or,

cette dernière est  coûteuse et peu adaptée pour une transposition à l'échelle industrielle

(Dumay et al., 2014b), d'où l'intérêt de développer de nouveaux procédés d'extraction.

IV. Analyses biochimiques des fractions générées

IV.1. Extraction de la R-phycoérythrine

Les rendements d'extraction de la R-PE (RR-PE) ont été déterminés sur 6 heures pour

les quatre conditions testées (Figure 50) : UAE et UAEH à 22 °C et 40 °C.

IV.1.1.     Comparaison avec l'extraction conventionnelle

D'après  les  résultats  obtenus  dans  l'étude préliminaire,  l'extraction  conventionnelle

avec l'eau du réseau (pH 5,5),  à  partir  des algues de 2013,  permet d'avoir  un RR-PE de

2,64 ± 0,14  mg.g-1 Alg.S.  Cet  ordre  de  grandeur  est  ici  atteint  dès  le  début  des

expérimentations,  puisque  le  RR-PE initial  varie  de  2,23  à  2,68  mg.g-1 Alg.S  selon  les

expérimentations (Figure 50).

• 162 •

Figure 50 : cinétiques des rendements d'extraction de la R-PE pour l'UAE et l'UAEH à
22 °C et 40 °C. Les valeurs correspondent aux moyennes ± écarts types, n=3
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Remarque :  comme précisé  dans le  Chapitre  II  (IV.3.,  p.95), la  préparation  du mélange

réactionnel  prend  une  trentaine  de  minutes,  durée  pendant  laquelle  les  algues  sont  en

suspension dans l'eau, ce qui peut expliquer le début d'extraction de la R-PE observé ici.

Les  procédés  d'UAEH et  d'UAE à  22  °C  conduisent  à  des  RR-PE  plus  élevés  que

l'extraction  conventionnelle  à  l'eau  du  réseau  (2,64  ± 0,14  mg.g-1 Alg.S)  et  similaires  à

l'extraction au tampon phosphate (3,25 ± 0,03 mg.g-1 Alg.S). En effet, au bout d'une heure de

traitement par les ultrasons seuls (UAE) le RR-PE obtenu est de 3,28 ± 0,10 mg.g-1 Alg.S, et il

est de 3,61 ± 0,26 mg.g-1 et de 3,62 ± 0,32 mg.g-1 après respectivement une et deux heures

d'un traitement combiné (UAEH). De plus, ces procédés réalisés sur l'algue humide broyée

présentent  tous  deux  l'avantage  d'éviter  certains  prétraitements  indispensables  pour

l'extraction conventionnelle (lyophilisation et cryobroyage) qui prennent du temps et ajoutent

des étapes supplémentaires.

IV.1.2. Comparaison de l'UAE et de l'UAEH à 22 °C et 40 °C

Au  cours  de  la  première  heure,  deux  tendances  opposées  sont  constatées  :

l'augmentation  du  rendement  d'extraction  de  la  R-PE  à  22  °C  et  la  diminution  de  ce

rendement à 40 °C (Figure 50).

À 40 °C, la diminution du RR-PE pendant la première heure est similaire pour les deux

procédés mais ensuite les évolutions diffèrent. Ainsi, pour l'UAE, le RR-PE continue de chuter

jusqu'à la fin du traitement, faisant d'elle la méthode d'extraction la plus dénaturante (1,00

± 0,03 mg.g-1  Alg.S après 6 heures).  Cette diminution de la  teneur  en R-PE à 40 °C est

cohérente avec l'étude de stabilité du pigment (Figure 46). Bien que plus dénaturantes, ces

conditions permettent cependant d'avoir un pourcentage final de R-PE préservée plus élevé

que celui de l'extrait conventionnel placé à 40 °C pendant 6 heures (39 ± 3 % vs 26 ± 0,6 %).

Concernant  l'UAEH à 40 °C, un  changement de tendance est  observé au bout  de deux

heures  avec  une  légère  augmentation  et  l'amorce  d'un  plateau.  La moyenne  des  RR-PE

obtenus sur les trois dernières heures de traitement est de 1,81 ± 0,01 mg.g-1  Alg.S, soit un

rendement  significativement  plus  élevé  (p  <  0,05)  en  présence  d'enzymes  que  sans

enzymes,  avec  après  6  heures  1,79  ±  0,32  mg.g-1  Alg.S  et  1,00 ± 0,03 mg.g-1  Alg.S,

respectivement. À cette température (40 °C), par rapport à une sonication seule, l'apport de

complexes enzymatiques apparaît  donc  bénéfique pour  extraire  la  R-PE de  Grateloupia

turuturu.

À 22 °C, le RR-PE  augmente pendant la première heure, pour les deux procédés, puis

diminue  progressivement.  À cette  température, l'ajout  des  complexes  enzymatiques  ne
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permet pas de constater de différence significative avec l'UAE. Les rendements d'extraction

les plus élevés sont obtenus après 60 minutes d'UAE (3,28 ± 0,10 mg.g-1 Alg.S) et après 60

à 120 minutes d'UAEH (respectivement  3,61  ± 0,26 mg.g-1 et  3,62  ± 0,32 mg.g-1),  sans

différence significative  entre  les  deux procédés.  Quel  que  soit  le  traitement  appliqué,  la

température de 22 °C semble donc préférable pour l'extraction de la R-PE.

Plusieurs hypothèses peuvent être proposées pour tenter d'expliquer ces résultats : 

Hypothèse  n°  1,  la  R-PE  qui  vient  d'être  extraite  de  l'algue  permettrait  de

compenser, voire de surpasser, les pertes engendrées au cours du procédé. Dans ce

cas, à 22 °C, cette hypothèse serait vérifiée uniquement jusqu'à la deuxième heure. À 40 °C

la compensation n'aurait lieu que pour l'UAEH, à partir de 120 minutes.

Hypothèse n° 2, la R-PE extraite dans la fraction soluble serait plus sensible aux

ultrasons que la R-PE présente dans l'algue. D'où une dénaturation au cours du temps si

la sonication est prolongée.

Hypothèse n° 3,  la R-PE serait plus stable  à la température dans les fractions

solubles obtenues par UAE et UAEH, que dans les extraits conventionnels, grâce à la

co-extraction de composés protecteurs. En effet, l'UAE et l'UAEH permettent de solubiliser

plus de composés que la méthode conventionnelle  (Figure 45a).  De plus,  à 40 °C avec

l'UAEH, le RR-PE cesse de diminuer à partir de 120 minutes. Or, dans ces conditions le taux

d'extraction des composés est le plus élevé.

L'extraction assistée par ultrasons (UAE) de colorants et pigments naturels a déjà été

rapportée dans la littérature (Shirsath et al., 2012).

Pour  les  pigments  de  microalgues,  cette  technologie  s'est  avérée  performante  à

plusieurs  reprises,  avec  une  augmentation  des  rendements  d'extraction  par  rapport  aux

techniques habituelles. C'est notamment le cas pour les caroténoïdes de la spiruline avec un

doublement du rendement d'extraction et une réduction marquée du temps de traitement (8

minutes  contre  24  heures) (Dey  et  Rathod,  2013).  Les  rendements  d'extraction  ont

également été augmentés pour deux pigments de la microalgue verte Chlorella vulgaris : la

chlorophylle (Kong et al., 2014) et la lutéine (Deenu et al., 2013). En revanche, sur une autre

microalgue  (Phaeodactylum  tricornutum),  une  étude  a  montré  que  l'extraction  de  la

fucoxanthine était inchangée en présence d'ultrasons  (Kim  et al., 2012). Les ultrasons ont

cependant  amélioré  l'extraction  de  phycobiliprotéines  de  microalgues :  phycoérythrine  et
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phycocyanine  de  phytoplancton  (Lawrenz  et  al.,  2011),  C-phycocyanine  de  la  spiruline

(Moraes  et al.,  2011) et  B-phycoérythrine de  Porphyridium cruentum (Benavides et  Rito-

Palomares, 2006). Une étude fait même état de l'extraction de la R-PE de la macroalgue

rouge Heterosiphonia japonica,  en utilisant une sonde à ultrasons. Cependant, cette étude

ne portait pas sur la technique d'extraction proprement dite, elle ne décrit donc pas l'effet des

ultrasons sur la R-PE (Sun et al., 2009).

L'ensemble de ces travaux laissent à penser que les pigments, y compris les pigments

algaux,  sont  relativement  stables  aux  ultrasons.  Néanmoins,  la  comparaison  avec  les

résultats obtenus ici est délicate en raison des paramètres opératoires différents. D'autre

part, il y existe peu de travaux portant sur l'influence de la température sur l'extraction de

pigments par  ultrasons (UAE).  Toutefois,  une récente étude sur  l'extraction  de pigments

hydrosolubles des fleurs de Bougainvilliers a montré que l'UAE permettait d'atteindre des

rendements  plus  élevés  que  la  méthode  conventionnelle,  avec  un  double  effet  de  la

température  :  un  effet  positif  en  augmentant  la  solubilisation  de  la  matière  (dont  les

pigments)  et  un  effet  négatif,  car  au-delà  d'une  certaine  température  le  phénomène de

cavitation est moins efficace et la température peut induire une altération du pigment (Maran

et al., 2015). Il semblerait en effet que la température soit plus dénaturante que les ultrasons

en raison de la sensibilité des pigments vis-à-vis de la température  (Dey et Rathod, 2013;

Maran et al., 2015). Cependant, et pour faire le lien avec notre hypothèse n°2 formulée ci-

dessus,  il  est  possible qu'une exposition trop longue de la R-PE aux ultrasons,  même à

basse température (22 °C), induise une détérioration du pigment,  d'où une diminution du

rendement d'extraction  (Maran  et al., 2015). La comparaison des rendements obtenus au

cours  du  temps  (Figure  50)  suggère  en  effet  qu'un  procédé  court  est  préférable  pour

l'extraction de la R-PE, puisqu'à 22 °C avec l'UAEH, 31 % de la R-PE est dénaturée entre 60

et 360 minutes.

À notre  connaissance,  à  ce  jour  seules  deux  études  mentionnent  l'UAEH comme

méthode d'extraction de pigments. La première étude porte sur l'extraction de la lutéine de la

microalgue verte Chlorella vulgaris en comparant deux procédés : l'UAE et l'UAEH (Deenu et

al., 2013). Cependant, dans cette étude l'UAEH est séquentielle, c'est à dire que l'hydrolyse

enzymatique (polysaccharidase commerciale) a été réalisée avant l'extraction par sonication.

D'après les auteurs, il ressort qu'avec l'UAE il est préférable d'arrêter l'extraction au bout de

5  heures  de  procédé,  afin  d'éviter  la  dégradation  du  pigment  et  donc  la  diminution  de

rendement, ce qui va dans le sens de l'hypothèse n°2. De plus, comme constaté ici pour la

R-PE, les deux procédés (UAE et UAEH séquentielle) ont augmenté l'extraction de la lutéine

par rapport à la méthode conventionnelle. La lutéine après sonication ne présentait aucune
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modification de couleur ni de structure, démontrant ainsi une relative stabilité de ce pigment

aux ultrasons. Malgré une petite augmentation du rendement d'extraction de la lutéine avec

l'UAEH séquentielle, les conclusions de cette étude sont en faveur de l'UAE car la faible

augmentation du rendement d'extraction de la lutéine ne compenserait  pas le coût d'une

étape supplémentaire d'hydrolyse enzymatique.

La  deuxième  étude  porte  sur  l'extraction  de  flavonoïdes  du  céleri  (apigénine  et

lutéoline) par couplage simultané ultrasons-enzyme (UAEH) (pectinase). Une augmentation

de  l'extraction  de ces  deux molécules,  par  rapport  à  la  méthode  conventionnelle,  a  été

constatée (Zhang et al., 2011). En revanche, après 30 minutes de sonication, le rendement

d'extraction diminuait, ce qui a été attribué à la dégradation de l'enzyme. Un procédé en

deux étapes a donc été retenu : UAEH pendant les 30 premières minutes puis arrêt des

ultrasons pour poursuivre par une hydrolyse enzymatique pendant 24 heures. Ces résultats

s'opposent plutôt à ceux obtenus ici, à savoir qu'à 40 °C à partir de 120 minutes l'UAEH

semble plus favorable à l'extraction de la R-PE que l'UAE, ce qui peut être attribué à l'activité

des enzymes.

La sensibilité des molécules vis-à-vis de la température et des ultrasons dépend bien

sûr  de la  nature  de  ces  molécules,  mais  aussi  des  paramètres  expérimentaux.  Comme

formulé dans l'hypothèse n°1,  les composés sensibles sont souvent difficiles à préserver

intacts au cours des procédés. Il s'agit donc d'un équilibre entre extraction et dégradation.

L'extraction assistée par ultrasons doit donc être utilisée avec précaution lorsqu'il s'agit de

composés  sensibles  (tels  que  des  pigments),  les  paramètres  d'extraction  devant  être

adaptés et optimisés en conséquence (Roselló-Soto et al., 2015; Shirsath et al., 2012).

Pour résumer, l'UAE et l'UAEH permettent, à 22 °C, d'atteindre en 1 à 2 heures

des RR-PE  similaires voire supérieurs à ceux de l'extraction conventionnelle. À 40 °C,

quel  que soit  le  procédé,  une diminution  des RR-PE  est  observée dès le  départ,  mais  en

présence d'enzymes (UAEH) cette diminution s'arrête à partir de deux heures pour tendre

vers un plateau, ce qui pourrait être attribué à l'activité des complexes enzymatiques.

IV.2. Sucres hydrosolubles, composés carbonés et azotés

Les  différentes  fractions  solubles  obtenues  ont  été  caractérisées  en  terme  de

rendements d'extraction des sucres hydrosolubles,  de l'azote et  du carbone (Figure 51).

Comme mentionné dans le chapitre précédent, les sucres apportés par les enzymes ont été

soustraits afin de ne pas surestimer les teneurs trouvées dans les fractions.
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Figure 51 : analyses biochimiques des fractions hydrosolubles à 22 °C et à 40 °C pour l'UAE et
l'UAEH. a : sucres hydrosolubles (mg.g-1 MS) ; b : rendement d'extraction à T360 pour le carbone
(couleur) et augmentation de ce rendement (T360 – T0) (hachures) ; c : rendement d'extraction à
T360 pour  l'azote  (couleur)  et  augmentation  de  ce  rendement  (T360  –  T0)  (hachures).  Les
valeurs  correspondent  aux  moyennes  ± écarts  types,  n=3.  Les  différences  significatives
(p < 0,05) sont indiquées par des lettres différentes.
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IV.2.1. Sucres hydrosolubles

Les teneurs en sucres hydrosolubles (Figure 51a) des fractions obtenues avec l'UAE à

22 °C (255 ± 14 mg.g-1 Alg.S) et à 40 °C (296 ± 37 mg.g-1 Alg.S) indiquent que le procédé de

sonication n'est pas significativement influencé par la température, du moins pour les deux

températures  testées  ici.  Différentes  études  ont  pourtant  rapporté  un  effet  positif  de

l'augmentation de la température sur l'UAE de sucres de biomasses algales. Il a ainsi été

constaté  une  augmentation  de  l'extraction  de  polysaccharides  hydrosolubles  d'une

microalgue en passant de 55 à 95 °C (Kurd et Samavati, 2015), ainsi qu'une libération plus

élevée des sucres réducteurs à 30 °C plutôt qu'à 20 °C chez la macroalgue verte Ulva rigida

(cette augmentation n'étant toutefois plus vérifiée au delà de 30 °C)  (Karray  et al., 2015).

Enfin, il a été décrit que la dégradation par sonication des polysaccharides constitutifs de

l'algue rouge Pyropia yezoensis est plus facile à 60 et 45 °C qu'à 30 °C (Zhou et Ma, 2006).

Lorsque  les  complexes  enzymatiques sont  ajoutés  (UAEH),  l'augmentation  de  la

température  (40  °C)  devient  alors  un  facteur  qui  influence  positivement  l'extraction  des

sucres  hydrosolubles  (Figure  51a).  En effet  à  40  °C,  439  ± 16  mg.g-1 Alg.S  de  sucres

hydrosolubles  sont  extraits  contre  deux  fois  moins  à  22  °C  (210  ±  14  mg.g-1 Alg.S).

Concernant l'effet des enzymes, à 22 °C leur ajout ne semble pas intensifier la solubilisation

des  sucres  de l'algue,  bien qu'une petite  augmentation  de la  liquéfaction  soit  constatée

(Figure  49).  En  revanche,  à  40 °C l'ajout  des  complexes enzymatiques  (UAEH)  permet

d'extraire  1,5  fois  plus  de  sucres  que  l'UAE  (respectivement  439  ± 16  mg.g-1 Alg.S  et

296 ± 37 mg.g-1 Alg.S) (Figure 51a). Parmi les quatre conditions étudiées, c'est donc l'UAEH

à 40 °C qui a extrait le plus de sucres hydrosolubles. C'est également dans ces conditions

que le taux de liquéfaction le plus élevé a été atteint (Figure 49).

Des  études  ont  déjà  montré  que  l'extraction  de  sucres  par  UAEH  pouvait  être

influencée,  positivement ou négativement,  par la température. Ainsi,  l'augmentation de la

température  aurait  un  effet  positif  sur  l'UAEH pour  l'extraction  de polysaccharides  et  de

sucres fermentescibles de différentes biomasses végétales, mais aurait  un effet négatif  à

partir d'une certaine valeur (50 - 60 °C) (Liu et al., 2014; Lunelli et al., 2014; Wu et al., 2014).

Cet effet négatif pourrait être lié à la dénaturation des enzymes (Liu et al., 2014; Lunelli et al.,

2014) et/ou à une altération du phénomène de cavitation, comme mentionné précédemment

pour la liquéfaction  (Wu  et al., 2014). Ces observations seraient également valables pour

l'extraction de polysaccharides issus de certaines biomasses animales. En effet, l'extraction

par ultrasons en présence de papaïne, des polysaccharides d'un bivalve a été augmentée

lorsque la température passait de 35 à 60 °C mais l'effet inverse était observé au-delà de
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65 °C (Liao et al., 2015).

Un rapprochement peut être fait entre les rendements d'extraction de la R-PE (Figure

50) et l'extraction des sucres hydrosolubles.  Si les sucres sont les principales molécules

co-extraites lors de l'extraction par EAE de la R-PE de  Gracilaria verrucosa  (Mensi  et al.,

2012), il semble que ces sucres puissent diminuer la solubilité de la R-PE lors de l'hydrolyse

enzymatique de Grateloupia turuturu (Denis et al., 2009d). D'après l'hypothèse n°3 formulée

précédemment, l'extraction d'un plus grand nombre de molécules pourrait  contribuer à la

préservation  du pigment.  Or,  l'extraction des sucres hydrosolubles  (poly,  oligo  ou mono-

saccharides)  est  significativement  plus  élevée  avec  l'UAEH à  40 °C qu'à  22  °C,  ce  qui

pourrait expliquer la stabilisation du RR-PE constatée à partir de 120 minutes à 40 °C (Figure

50). Un éventuel effet des sucres issus de Grateloupia turuturu sur la stabilité de la R-PE n'a

néanmoins jamais été décrit jusqu'à présent. Cependant, des éléments d'explication peuvent

être suggérés. Ainsi il y a plus de 20 ans, une étude a montré que la R-PE de l'algue rouge

Gracilaria longa était plus résistante à la température en présence de glucanes non chargés

(dextrane) (D’Agnolo  et al., 1993). Plus récemment, une étude effectuée au laboratoire a

comparé l'effet de différents conservateurs alimentaires sur la stabilité de la R-PE extraite de

Grateloupia turuturu. Parmi les conservateurs étudiés, le saccharose et l'acide ascorbique,

se sont montrés particulièrement intéressants (Munier, 2013).

Remarque :  le  saccharose diminue la  disponibilité  de l'eau pour  les microorganismes et

l'acide ascorbique est un additif alimentaire (E300) utilisé pour ses propriétés antioxydantes.

L'utilisation de ce dernier a fait l'objet d'un brevet en 2005, portant sur la photo-stabilisation

de  phycobiliprotéines  (dont  la  B-PE)  de  Porphyridium cruentum  dans  un  extrait  aqueux

(Minard, 2005).

Enfin,  si  les  activités  antibactériennes  et  antioxydantes  des  polysaccharides  de

macroalgues sont connues  (Michalak et Chojnacka, 2015), des études ont montré que les

ultrasons (UAE) pouvaient augmenter l'activité antioxydante des polysaccharides de l'algue

rouge  Pyropia  yezoensis (Zhou  et  al.,  2012,  2008).  La  diminution  de  taille  des

polysaccharides  expliquerait  principalement  cette  augmentation  de  l'activité  antioxydante

(Cheung et al., 2012; Zhou et al., 2012, 2008). L'hydrolyse enzymatique de polysaccharides

permet également d'augmenter leur activité antioxydante, comme décrit récemment pour la

macroalgue rouge  Pterocladia capillacea (Fleita  et al., 2015). C'est donc fort logiquement

que  la  combinaison  des  ultrasons  et  des  enzymes  soit  à  même  de  moduler  l'activité

antioxydante de polysaccharides. Ceci a été décrit chez la citrouille (Wu et al., 2014), mais

• 169 •



Chapitre IV : Influence de la température sur la liquéfaction de Grateloupia turuturu et l'extraction de la R-phycoérythrine

aussi chez un bivalve pour lequel il a été démontré une plus grande efficacité du couplage

(UAEH) par rapport à l'enzyme seule (EAE) (Liao et al., 2015).

Pour  résumer,  il  est  donc  possible  d'envisager  que  le  procédé  d'UAEH  intensifie

l'extraction  et/ou  la  modification  de  composés,  tels  que  des  polysaccharides,  dont  les

activités joueraient un rôle en faveur d'une meilleure stabilité de la R-PE.

IV.2.2. Composés carbonés et azotés

Les rendements d'extraction de l'azote et du carbone issus de  Grateloupia turuturu,

après 6 heures, sont indiqués sur la Figure 51b et c.

L'extraction  par  UAE  du  carbone  de  l'algue  ne  semble pas  influencée  par  la

température (60,46 ± 2,56 % à 22 °C et 61,86 ± 0,28 % à 40 °C ) (Figure 51b). En revanche,

l'ajout des complexes enzymatiques (UAEH) permet d'augmenter l'extraction des composés

carbonés, ce qui est d'autant plus marqué lorsque la température passe de 22 °C (83,31 ±

1,58 %) à 40 °C (92,27 ± 0,34 %). Ces résultats sont en accord avec l'extraction des sucres

hydrosolubles et la liquéfaction de l'algue. L'UAEH permet donc d'extraire plus de carbone

lorsque l'on se rapproche de la température recommandée par les fournisseurs d'enzymes.

D'après la comparaison des différences de rendement entre T0 et T360 (T360-T0, barres

hachurées), à 40 °C c'est bien le procédé d'UAEH en lui même qui permet d'extraire plus de

carbone que l'UAE (respectivement + 51,69 ± 9,31 % et + 27,32 ± 0,80 % de carbone extrait

par rapport à T0). Il ne s'agit donc pas d'une augmentation due à la présence des enzymes.

En revanche, les résultats pour T360-T0 ne montrent pas de différence significative entre

l'UAE 22 °C, l'UAE 40 °C et l'UAEH 22 °C.

Pour l'extraction par UAE de l'azote (Figure 51c), un constat similaire peut être fait :

l'extraction de l'azote par sonication n'est pas influencée significativement par la température

(54,71  ±  1,20  % à  22  °C et  53,11  ± 0,44  % à  40  °C).  Les  différences  de  rendement

d'extraction entre T0 et T360 vont également dans ce sens. Ces observations ne coïncident

cependant pas avec d'autres études. En effet, il a été décrit récemment que l'extraction par

UAE, des acides aminés du raisin, était améliorée par une augmentation de la température

(de 10 à 70 °C).  En revanche,  au-delà  de 70 °C (80 et  90 °C)  aucune différence n'est

constatée  (Carrera  et al., 2015). Une autre étude a également montré que la température

optimale  d'extraction  par  sonication  de  la  taurine  de  Pyropia  yezoensis était  de  40  °C,

sachant que le domaine considéré était compris entre 20 et 60 °C (Wang et al., 2015a).
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Une  augmentation  significative  (d'un  facteur  2,2  à  22  °C  et  de  2,6  à  40 °C)  du

rendement  d'extraction  des  composés  azotés  est  observée  lorsque  les  complexes

enzymatiques  sont  ajoutés  (UAEH).  Les  résultats  pour  T360-T0  confirment  que  cette

augmentation est bien due au procédé et non pas à la composition en azote des enzymes.

Enfin, il ne semble pas y avoir d'effet de la température sur l'UAEH de l'azote de l'algue,

contrairement à ce qui a été trouvé pour le carbone (Figure 51b).

V. Conclusion

Ce chapitre  a  permis  de  montrer  que l'extraction  conventionnelle  de la  R-PE était

influencée par le choix du solvant,  le  tampon phosphate étant  plus adapté que l'eau du

réseau à pH 5,5. La variabilité saisonnière de la teneur en R-PE de Grateloupia turuturu a

également  été  confirmée.  En revanche,  ces  deux  paramètres  ne  semblent  pas  affecter

l'extraction des composés hydrosolubles dans leur ensemble.

La stabilité de la R-PE à l'égard de la température a également été étudiée. Le niveau

de dégradation de la R-PE extraite est influencé par l'augmentation de la température et la

durée d'exposition. De ce fait, il se peut que l'efficacité d'un procédé pour l'extraction de la

R-PE soit sous-estimée par la dégradation thermique du pigment au cours du temps.

L'UAE et l'UAEH ont, quelle que soit la température, permis d'extraire en moins d'une

heure deux fois plus de composés hydrosolubles que la méthode conventionnelle. L'UAEH à

40 °C  s'avère  être  le  procédé  le  plus  efficace  pour  la  liquéfaction  de  Grateloupia

turuturu avec près de 91 % de composés passés en solution. Les fractions solubles ainsi

obtenues  se  révèlent  être  plus  riches  en  sucres  hydrosolubles,  composés  carbonés  et

azotés.

Un  composé  hydrosoluble  a  été  ciblé  en  particulier  :  la  R-phycoérythrine.

Conformément à l'étude préalable de stabilité, les deux procédés doivent être appliqués  à

22 °C.  À cette  température,  aucune  différence  n'est  observée  entre  l'UAEH  et  l'UAE.

Cependant,  il  serait  préférable  de  choisir  l'UAEH  car l'extraction  des  composés

hydrosolubles est plus importante avec ce procédé. Il a également été démontré que celui-ci

doit être assez court (60 à 120 minutes) afin d'éviter la dégradation de la R-PE. Ainsi, entre

60  et  120  minutes,  l'UAEH  à  22  °C  a  permis  d'extraire  1,4  fois  plus  de  R-PE  que

l'extraction conventionnelle à l'eau du réseau (pH 5,5), et il a aussi permis d'atteindre un

RR-PE similaire  à  la  méthode  conventionnelle  au  tampon  phosphate.  Il  s'agit  donc  d'un

procédé efficace pour l'extraction de la R-PE de Grateloupia turuturu. 

• 171 •



Chapitre IV : Influence de la température sur la liquéfaction de Grateloupia turuturu et l'extraction de la R-phycoérythrine

Ce chapitre avait  pour objectif  de déterminer  l'effet  de la  température sur l'UAE et

l'UAEH pour la liquéfaction de Grateloupia turuturu et pour l'extraction de la R-PE. Parmi les

deux  procédés  étudiés,  l'UAEH  est  à  privilégier  car  il  permet  d'extraire  plus  de

composés, dont certains pourraient être à même de protéger la R-PE ou d'être eux

aussi valorisés. Les paramètres opératoires doivent cependant être adaptés en fonction

des objectifs recherchés. En effet, un procédé court (1 à 2 heures) à 22 °C est préférable

pour extraire la R-PE, tandis qu'un procédé plus long (4 à 6 heures) à 40 °C est plus adapté

pour la liquéfaction de l'algue. D'autres paramètres sont également à intégrer, parmi lesquels

figurent le débit de circulation du mélange et la puissance des ultrasons. Cette étude fera

l'objet du chapitre suivant.
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Chapitre V : Optimisation de l'UAEH pour la liquéfaction de Grateloupia turuturu et l'extraction de la R-phycoérythrine

I. Contexte et objectifs

À l'issue  du  Chapitre  IV,  l'UAEH  a  été  retenue  pour  poursuivre  ce  travail  afin

d'améliorer  l'efficacité  de  ce  procédé  vis-à-vis  de  la  liquéfaction  de  l'algue  Grateloupia

turuturu et de l'extraction de la R-phycoérythrine.

Ce chapitre a pour objectif d'étudier l'influence de certains paramètres de l'UAEH afin

d'optimiser l'extraction de l'ensemble des composés de l'algue et plus particulièrement celle

de la R-PE, le chapitre précédent ayant montré que l'augmentation de la température avait

un double effet : positif sur la liquéfaction de l'algue et négatif sur l'extraction de la R-PE.

La méthodologie des plans d'expériences sera utilisée dans ce chapitre pour optimiser

les deux réponses étudiées, liquéfaction de l'algue et extraction de la R-PE, selon un plan de

type surface de réponse. Ces plans sont couramment utilisés pour optimiser l'extraction de

composés, aussi bien par hydrolyse enzymatique (Dumay et al., 2013; Kechaou et al., 2015;

Mensi et al., 2012), par UAE (Deenu et al., 2013; Kadam et al., 2015b) ou par UAEH (Chen

et al., 2012; Wu et al., 2014). Plusieurs paramètres, notamment ceux liés aux enzymes et/ou

aux ultrasons, peuvent moduler l'efficacité de l'UAEH. Les paramètres liés aux ultrasons sont

importants à prendre en considération pour l'intensification de réactions telles que l'hydrolyse

enzymatique (Delgado-Povedano et Luque de Castro, 2015; Shirsath et al., 2012; Subhedar

et  Gogate,  2013).  Dans  cette  étude,  les  paramètres  retenus  sont  :  la  puissance  des

ultrasons, la température et le débit de circulation du mélange réactionnel dans le système.

La composition biochimique du cocktail enzymatique utilisé dans ce travail de thèse a

par ailleurs été approfondie, elle introduit ce chapitre.

Des  analyses  complémentaires  ont  été  réalisées,  sur  les  fractions  obtenues,  par

rapport  aux  chapitres  précédents,  telles  que  la  caractérisation  des  oses  et  des  acides

aminés  ainsi  que  la  détermination  des  masses  molaires  des  sucres  extraits.  Les

expérimentations ont été conduites sur  Grateloupia turuturu  humide et broyée (collecte de

2014), 1 % de chaque enzyme par rapport au poids d'algue humide est introduit dans le

mélange réactionnel.
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II. Composition du cocktail enzymatique

Dans  les  chapitres  précédents,  la  teneur  en  sucres  hydrosolubles  du  cocktail

enzymatique a été indiquée. Dans ce chapitre, cette composition a été approfondie en terme

de carbone, d'azote et de résidus glycosidiques (oses libres). Le Tableau XIX présente les

résultats des analyses en mg.g-1 de cocktail enzymatique frais (CE.F) et en mg.g-1 d'algue

sèche (Alg.S). Ces teneurs, ramenées par rapport à l'algue sèche, correspondent à l'apport

de ces composés par le cocktail enzymatique. Comme pour les sucres hydrosolubles, ces

apports ont été soustraits des fractions solubles afin de ne pas surestimer leur composition

et les rendements d'extraction. Ce raisonnement est basé sur l'hypothèse que les enzymes

sont principalement présentes dans la fraction soluble.

Tableau  XIX :  composition  du  cocktail  enzymatique  en  terme  d'azote,  de  carbone,  de  sucres
hydrosolubles et d'oses totaux. Résultats exprimés en mg.g -1  de cocktail enzymatique frais (CE.F) et
en mg.g-1 d'algue sèche (Alg.S) (2014) pour l'apport par le cocktail enzymatique. Les analyses ont été
effectuées en triplicat, les valeurs moyennes obtenues après calculs sont présentées.

Composition du cocktail

enzymatique

(mg.g-1 CE.F)

Apport par le cocktail

enzymatique

(mg.g-1 Alg.S)

Azote 10,50 2,85

Carbone 248,73 67,62

Sucres hydrosolubles 427,43 116,19

Oses libres (total) 420,08 114,20

Xylose 14,62 (3,48 %)* 3,97

Mannose 15,87 (3,78 %)* 4,32

Galactose 25,09 (5,97 %)* 6,82

Glucose 349,50 (83,20 %)* 95,01

Acide galacturonique 15,00 (3,57 %)* 4,08

* Pourcentage relatif de chaque ose par rapport aux oses totaux

Le cocktail enzymatique se compose à plus de 40 % de sucres hydrosolubles (427,43

mg.g-1 CE.F), ce qui est confirmé par la teneur en oses libres (420 mg.g -1  CE.F). Cinq oses

sont détectés : le xylose, le mannose, le galactose, le glucose et l'acide galacturonique. Le

glucose prédomine largement et représente plus de 83 % des oses totaux. Ceci est cohérent

avec les informations obtenues auprès des fournisseurs, qui ont indiqué des teneurs élevées

en dextrines (polymères de glucose) et maltodextrines (polymères pouvant être composés

de différents oses dont le glucose). Les autres oses sont beaucoup moins présents avec 6 %
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de galactose, puis environ 3,5 % de xylose, mannose et acide galacturonique. Le carbone et

l'azote sont présents en quantités plus faibles avec 248,73 mg.g-1  CE.F pour le premier (soit

25 % du cocktail enzymatique) et seulement 10,50 mg.g-1   CE.F pour l'azote (soit 1 %). Ce

dernier représente la partie protéique du cocktail  enzymatique, c'est à dire les enzymes.

Compte  tenu  de  ces  teneurs  élevées  en sucres,  il  apparaît  opportun  de soustraire  ces

apports de la composition des fractions, afin d'éviter toute surestimation.

Remarque : chez Grateloupia turuturu, l'ose majoritaire est le galactose (86,4 % des oses

totaux) tandis que le glucose ne représente que 11,9 % (Chapitre III, Tableau XVII, p.128).

Un  spectre  d'absorbance  d'une  solution  de  ce  cocktail  enzymatique  a  permis  de

s'assurer que les complexes enzymatiques n'absorbaient pas dans l'intervalle de longueurs

d'onde de la R-phycoérythrine (450-600 nm), évitant donc la surestimation de la teneur en R-

PE en présence des enzymes.

III. Détermination des conditions optimales de l'UAEH pour la 

liquéfaction de Grateloupia turuturu et pour l'extraction de la R-PE

Pour  les  19  essais,  les  conditions  expérimentales  suivantes  ont  été  maintenues

constantes : quantité de mélange réactionnel (3250-3300 g), 1 % de chaque enzyme par

rapport au poids d'algue humide, ajustement du mélange réactionnel à pH 5,5 (2,5-2,7 mL

d'HCl 6M) et réalisation des expérimentations dans une pièce climatisée (17 °C) placée à

l'obscurité. Les essais ont tous été conduits sur six heures avec des prélèvements réguliers.

III.1. Conduite du plan d'expériences

Les deux réponses étudiées sont la liquéfaction de l'algue (%) et l'extraction de la R-

PE  (mg.g-1 Alg.S).  Les  valeurs  finales  obtenues  après  six  heures  de  traitement  sont

présentées dans le Tableau XX.
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Tableau XX : résultats du plan d'expériences après 6 heures concernant les deux réponses étudiées :
la liquéfaction de l'algue (%) et l'extraction de la R-PE (mg.g -1 Alg.S). Les conditions de chaque essai
sont rappelées (puissance (P), température (T) et débit (Q)).

Numéro
de l'essai

Conditions Liquéfaction
de l'algue 

(%)

Extraction
de la R-PE 
(mg.g-1 Alg.S)P (W) T (°C)

Q (L.h-

1)

1 359 24 97 75,76 3,80

2 300 20 145 68,85 4,06

3 300 30 145 72,16 3,10

4 300 30 145 74,84 3,11

5 300 30 145 78,74 3,00

6 241 24 193 68,41 3,65

7 300 40 145 82,93 2,51

8 359 24 193 75,39 3,89

9 300 30 65 76,55 3,43

10 241 36 193 70,11 2,64

11 300 30 145 73,61 3,22

12 241 36 97 74,45 2,58

13 300 30 145 70,97 3,12

14 359 36 193 78,68 2,46

15 200 30 145 69,03 2,82

16 300 30 225 71,53 2,96

17 400 30 145 81,58 3,22

18 359 36 97 81,34 2,71

19 241 24 97 67,21 3,63

Points centraux

Ces résultats  indiquent  que,  pour  les  conditions testées,  la  liquéfaction  est  la  plus

élevée pour 300 W, 40 °C et  145 L.h-1 (82,93 %) (essai  n°7),  mais aussi que dans ces

conditions,  le  rendement  d'extraction  de la  R-PE est  parmi  les  plus  faibles  (2,51 mg.g-1

Alg.S).  De façon  similaire,  en  considérant  cette  fois  l'extraction  de  la  R-PE,  la  valeur

maximale est obtenue pour 300 W, 20°C et 145 L.h-1  (4,06 mg.g-1 Alg.S) (essai n°2), mais le

pourcentage  de  matière  solubilisée  devient  alors  bien  plus  faible  (68,85  %).  Seule  la

température diffère entre ces deux essais  (20 ou 40 °C).  Ceci  confirme les résultats  du

précédent chapitre, qui montraient qu'une faible température est à privilégier pour l'extraction

de la R-PE tandis qu'une température plus élevée est souhaitable pour la liquéfaction de

l'algue.
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L'objectif  initial  de  la  réalisation  de  ce  plan  était  d'optimiser  simultanément  la

liquéfaction de Grateloupia turuturu et l'extraction de la R-PE. Compte tenu des observations

précédentes, un compromis acceptable semble difficile à trouver. Aussi, a-t-il été choisi de

réaliser une optimisation pour chacune des deux réponses.

III.2. Détermination des conditions optimales pour la liquéfaction

Les résultats de liquéfaction de l'algue (Tableau XX) ont été analysés et affinés en

prenant en compte la durée du procédé (D) comme variable supplémentaire. Les cinétiques

de liquéfaction ont alors été exploitées à l'aide d'un modèle polynomial du second degré

avec interaction d'ordre 1. La régression et l'analyse des facteurs influents (en ne prenant

que les valeurs de p inférieures à 0,05) ont été effectuées à partir d'une analyse par modèle

linéaire généralisé. L'Equation 13 décrit la cinétique de liquéfaction, le R2  ajusté du modèle

est alors de 96,41 %.

Parmi les quatre variables étudiées,  seul  le  débit  (Q) s'est  avéré être non influent,

tandis  que  pour  les  autres,  des  corrélations  positives  ont  été  trouvées  avec  le  taux  de

liquéfaction de l'algue. Les conditions optimales prédites par le modèle sont indiquées dans

le  Tableau XXI.  Le coefficient de régression (R2 ajusté) permet d'estimer la qualité globale

d'ajustement entre les données et les prédictions.

Tableau XXI : conditions optimales pour les quatre variables (puissance (P), température (T), débit (Q)
et durée (D)) et le taux de liquéfaction (%) prédit par le modèle.

Conditions optimales R2 ajusté du
modèle

(%)

Valeur
prédite

(%)P (W) T (°C) Q (L.h-1) D (min)

Liquéfaction de l'algue 400 40 65 360 96,41 86,95

Le débit n'ayant pas d'influence, il a été fixé arbitrairement à la valeur la plus basse du

domaine d'étude, à savoir 65 L.h-1. Dans la littérature, compte tenu des modes opératoires

impliquant des réacteurs fermés, sans circulation, ce paramètre n'est que rarement évoqué.

Une étude portant sur l'extraction des sucres de la microalgue du genre Chlorella sp, à l'aide

d'un réacteur à ultrasons, a déjà mentionné l'influence du débit de recirculation. Parmi les

trois valeurs étudiées (55, 91 et 126 L.h-1), le débit moyen permettait d'obtenir les meilleurs

rendements  (Zhao  et al.,  2013). Les résultats observés ici diffèrent quelque peu puisque,
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Equation 13

y =66,124+ 2,469 x P+1,897 x T+7,483 x D+0,292 x P2
−1,861 x D2

+1,103 (P x D )+0,775 (D x T )
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malgré la grande plage de débits testés (de 65 à 225 L.h-1), aucune influence significative n'a

été  observée.  Cependant,  les  conditions  opératoires  (biomasse,  type  de  réacteur  à

ultrasons, puissance, durée, …) sont trop différentes pour permettre la comparaison.

Les trois variables influentes (température, puissance et durée) ont quant à elles été

fixées aux niveaux les plus élevés du domaine expérimental, c'est à dire 40 °C, 400 W et 360

minutes.  Dans  ces  conditions,  après  360  minutes  d'UAEH,  le  pourcentage  de  matière

liquéfiée prédit par le modèle devrait être de 86,95 % (R2 ajusté de 96,41 %).

Dans la littérature, ces trois variables sont souvent étudiées pour les procédés faisant

intervenir les ultrasons. Il a ainsi été montré que l'extraction de polysaccharides par UAEH

était améliorée avec l'augmentation de la puissance ultrasonore, de la température et de la

durée d'extraction, mais qu'au-delà d'une valeur limite, l'effet inverse était obtenu (Chen et

al.,  2012;  Liao  et al.,  2015;  Liu  et al.,  2014;  Wu  et al.,  2014). Ces mêmes constats ont

également été faits sur des microalgues,  concernant  l'extraction par UAE du glucose de

Chlorella sp (600 à 1000 W, 20 à 80 minutes) ou des polysaccharides de Spirulina platensis

(50 à 100 W, 55 à 95 °C, 5 à 35 minutes)  (Kurd et Samavati, 2015; Zhao  et al.,  2013).

Concernant  les  macroalgues,  une  corrélation  positive  a  été  mise  en  évidence  entre  le

passage en solution des composés (matière sèche solubilisée) de l'algue brune Ascophyllum

nodosum et la puissance ultrasonore délivrée au milieu par la sonde (Kadam et al., 2015a).

Il a  même  été  décrit  par  la  suite  que  l'extraction  de  différentes  molécules  (composés

phénoliques, fucose et acide uronique) est améliorée par l'augmentation de la puissance

ultrasonore  délivrée  au  milieu  (9  à  100  W)  et  pour  la  durée  maximale  de  traitement

(25 minutes) (Kadam et al., 2015b). Une influence positive de l'augmentation de la puissance

a également été mentionnée pour l'extraction de la taurine de  Pyropia yezoensis, avec un

bain à ultrasons dont la puissance allait de 100 à 300 W (Wang et al., 2015a).

III.3. Détermination des conditions optimales pour l'extraction de la R-PE

À l'instar de la détermination des conditions optimales pour la liquéfaction, des essais

de modélisation plus poussée  ont été réalisés en introduisant la durée comme  quatrième

facteur.  Il  s'est  avéré  qu'aucun  des  modèles  appliqués  n'a  permis  de  traduire  de  façon

satisfaisante et robuste l'ensemble des cinétiques d'extraction de la R-PE, celles-ci variant

fortement selon les conditions opératoires (voir les exemples sur la Figure 52).
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Pour les essais n°7 et n°15, le pic de R-PE est obtenu après 30 minutes, il est suivi

d'une diminution pouvant être brusque (n°15) ou plus modérée (n°7). Pour les essais n°4 et

n°17, une augmentation est observée pendant la première heure, suivie par une diminution

régulière du RR-PE sur les 5 heures suivantes. Pour l'essai n°19, l'augmentation du rendement

est marquée pendant la première heure, puis plus progressive jusqu'à la troisième heure,

avec ensuite l'apparition d'un plateau. Enfin,  pour les essais n°2 et  n°8,  les rendements

augmentent  pendant  2  à  3  heures  puis  tendent  vers  une  phase  stationnaire,  voire

légèrement descendante.

Ces  cinétiques  différentes  sont  vraisemblablement  le  résultat  de phénomènes

combinés d'extraction et de dégradation ou de précipitation du pigment au cours du temps,

mais  elles  sont  aussi  liées  aux  conditions  initiales  de  température  (la  température  du

mélange réactionnel à T0 est adaptée en fonction des conditions expérimentales du plan

d'expériences,  Chapitre II.  IV.7.,  p.96). Il est  donc  difficile  de  trouver  un  seul  modèle

permettant de traduire correctement cette diversité de cinétiques.

Les données des 19 essais expérimentaux ont donc été analysées séparément pour

chaque temps. L'analyse des résultats a montré que les RR-PE les plus élevés sont obtenus

entre 120 et 240 minutes. Pour ces trois temps (120, 180 et 240 minutes), l'augmentation de

la température est un paramètre qui affecte négativement le RR-PE, ce qui est cohérent avec
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Figure  52 :  cinétiques  des  rendements  d'extraction  pour  la  R-PE (RR-PE en  mg.g-1 Alg.S)
obtenues pour quelques essais
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les travaux antérieurs (Munier et al.,  2014) et les conclusions du chapitre précédent. Les

autres facteurs se sont tous révélés non influents, mis à part un effet quadratique négatif

observé à 180 minutes pour la puissance (P2) (avec p = 0,02). Les équations permettant de

modéliser le modèle (avec p inférieur à 0,05) à 120, 180 et 240 minutes, en ne considérant

que les paramètres influents, sont les suivantes :

L'optimisation de l'extraction de la R-PE a ensuite été réalisée, selon ces équations,

pour  chacun  de  ces  temps.  Les  résultats  de  l'analyse  canonique  sont  reportés  dans  le

Tableau XXII, seules les trois valeurs prédites les plus élevées sont présentées, c'est à dire à

120, 180 et 240 minutes. Les conditions optimales prédites sont identiques pour les trois

durées étudiées, soit une puissance de 300 W, une température de 20 °C et un débit fixé à

145 L.h-1. Ces conditions semblent cohérentes puisqu'elles ont également permis, lors de la

réalisation du plan d'expériences, d'atteindre le rendement d'extraction le plus élevé (essai

n°2 : 4,06 mg.g-1 Alg.S, Tableau XX, Figure 52).

Tableau XXII : conditions optimales pour les trois variables (puissance (P), température (T), débit (Q))
et les valeurs prédites pour le RR-PE à 120, 180 et 240 minutes

Conditions optimales R2 ajusté 
du modèle

(%)

Valeur
prédite 

(mg.g-1 Alg.S)P (W) T (°C) Q (L.h-1)

R R-PE à 120 minutes 300 20 145 85,46 4,21

R R-PE à 180 minutes 300 20 145 92,07 4,32

R R-PE à 240 minutes 300 20 145 90,44 4,21

La valeur prédite la plus élevée a été trouvée à 4,32 mg.g-1 Alg.S après 180 minutes,

suivie par 4,21 mg.g-1 Alg.S dès 120 minutes et après 240 minutes. Les conditions pour

l'optimisation de l'extraction de la R-PE sont  donc :  valeur minimale pour la température

(20 °C), et valeurs centrales pour la puissance (300 W) et le débit (145 L.h-1).
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Equation 14RR−PE T120=3,312−0,535 x T

Equation 15RR−PE T180=3,340−0,585 x T−0,096 x P2

Equation 16RR−PE T240=3,232−0,583 x T
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Afin d'obtenir les fractions hydrosolubles les plus riches en R-PE et de déterminer à

partir de quel moment le rendement d'extraction de la R-PE commence à diminuer, il a été

décidé  de  tester  expérimentalement  ces  conditions  sur  210  minutes (l'optimum  étant

susceptible  de se situer  autour  de 180 minutes). Les  cinétiques seront  affinées par  des

prélèvements toutes les 30 minutes à partir de 90 minutes. En effet, la durée de sonication

est considérée comme un paramètre important, d'où l'intérêt de réaliser un suivi cinétique

plus précis afin  de pouvoir  déterminer  une durée optimale de traitement  (Shirsath  et al.,

2012). De plus, comme il l'a été suggéré dans le chapitre précédent, une exposition trop

longue aux ultrasons peut parfois engendrer une dégradation de composés sensibles, tels

que la R-PE (Shirsath et al., 2012).

L'extraction de la R-PE de macroalgues par UAEH et UAE n'a jamais été décrite dans

la littérature, cependant des travaux ont déjà porté sur l'optimisation de son extraction par

hydrolyse  enzymatique  (EAE).  Sur  Gracilaria  verrucosa,  il  a  ainsi  été  montré  que

l'augmentation de température avait une influence positive contrairement à l'augmentation de

la  durée  d'hydrolyse  (Mensi  et  al.,  2012).  Les  auteurs  de  cette  étude  préconisent  une

hydrolyse courte à température relativement élevée (6 h, 48 °C, xylanase et cellulase) pour

obtenir un rendement maximal d'extraction de la R-PE de 6,25 mg.g-1 Alg.S. Les différents

résultats  présentés  ici  et  dans  le  chapitre  IV montrent  cependant  un effet  négatif  de  la

température sur la R-PE. L'étude de Mensi et al. corrobore cependant l'idée d'une hydrolyse

courte, il ne faudrait donc pas poursuivre l'UAEH au-delà de 210 minutes.

Il a également été montré au laboratoire que les plans centraux composites sont un

outil efficace pour optimiser l'EAE (xylanase) de la R-PE de Palmaria palmata. En effet, un

rendement de 12,36 mg.g-1 Alg.S a été atteint  dans les conditions de température et  de

durée optimisées (24 °C et 320 minutes)  (Dumay et al., 2013). Cette température optimale

est inférieure à celle préconisée par les fournisseurs, tout comme la température de 20 °C

trouvée  ici.  En  revanche,  la  durée  d'hydrolyse  est  plus  longue  (320  minutes)  que  celle

déterminée pour l'UAEH (210 minutes).

Contrairement à l'optimisation de la liquéfaction, la puissance n'est pas ressortie ici

comme un  facteur  influençant  significativement  l'extraction  de  la  R-PE.  Cependant,  des

études portant sur l'extraction de pigments sont parvenues à des conclusions différentes.

C'est le cas, par exemple, pour l'UAE de pigments du Bougainvilliers (Maran et al., 2015) et

l'UAEH  de  pigments  du  céleri  (Zhang  et  al.,  2011) pour  lesquels  l'augmentation  de  la

puissance influence positivement leur extraction (60 à 95 W pour le premier et 45 à 80 W

pour le second). Cependant, au-delà d'une certaine valeur, la puissance a un effet négatif,
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probablement  dû à  des bulles  de cavitation  devenues nombreuses et  qui  altéreraient  la

propagation de l'énergie dans le milieu (Maran et al., 2015). Des observations similaires ont

été faites pour l'extraction par UAE du β-carotène de la microalgue Spirulina platensis, avec

une augmentation de son extraction en augmentant la puissance de 50 à 130 W. Au-delà

(130 à 145 W), le rendement d'extraction diminue ce qui pourrait, selon les auteurs, être dû à

la  coalescence  de  bulles  de  cavitation  qui  imploseraient  alors  moins  fortement  (Dey  et

Rathod, 2013).

III.4. Résumé des conditions optimales

Les deux optimisations distinctes ont permis de déterminer les conditions optimales

pour la température, la puissance, le débit et la durée (Tableau XXIII).

Tableau  XXIII :  résumé des  conditions  optimales  pour  la  liquéfaction  de  Grateloupia  turuturu  et
l'extraction de la R-PE (puissance (P), température (T), débit (Q) et durée (D))

Conditions optimales

P (W) T (°C) Q (L.h-1) D (min)

Liquéfaction 400 40 65 360

Extraction de la R-PE 300 20 145 210

IV. Validation de la prédiction de la liquéfaction de Grateloupia turuturu 

par l'UAEH en conditions optimisées

L'optimisation du procédé d'UAEH pour la liquéfaction de  Grateloupia turuturu a été

effectuée selon les conditions préalablement décrites, c'est à dire : 400 W, à 40 °C pour un

débit de 65 L.h-1 pendant 360 minutes. Des prélèvements réguliers ont été effectués afin de

suivre l'évolution de la liquéfaction. Trois expérimentations indépendantes ont été réalisées.

Remarque : comme indiqué dans les chapitres précédents, le suivi du pH au cours du temps

révèle sa relative stabilité,  avec une augmentation moyenne de 0,43 unité  pH. L'énergie

délivrée au mélange (W.h) et  l'énergie apportée par kilogramme de mélange réactionnel

(W.h.kg-1) sont les mêmes que celles mentionnées dans les chapitres III et IV.
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IV.1. Liquéfaction de l'algue

Après 360 minutes d'UAEH, dans les  conditions  optimales,  le  pourcentage d'algue

liquéfiée est de 87,58 ± 1,40 %, soit 1,8 fois plus de composés en solution par rapport à T0.

Le modèle prédisait une valeur de 86,95 %, les résultats obtenus expérimentalement sont

donc conformes. Cette valeur est supérieure à toutes celles obtenues lors de la réalisation

du plan d'expériences (maximum 82,93 % pour l'essai n°7 avec 300 W, 40 °C, 145 L.h -1  ;

Tableau XX). Il y a donc bien eu une optimisation de la liquéfaction de Grateloupia turuturu.

La  moyenne  des  cinétiques  de  liquéfaction  de  Grateloupia  turuturu,  pour  les  trois

expérimentations effectuées est présentée dans la Figure 53.

Le gain de liquéfaction augmente régulièrement au cours du temps, avec cependant

une  augmentation  plus  rapide  lors  des  30  premières  minutes  (+  10,42 ± 1,23  %)  et  un

ralentissement au bout de 5 heures (+ 1,27± 0,25 % la dernière heure). Néanmoins, même

après  6  heures  de  traitement,  la  liquéfaction  bien  que  ralentie  semble  se  poursuivre,

confirmant que la durée de 360 minutes prédite par le modèle est bien nécessaire. Au final,

le gain de liquéfaction est de + 38,26 ± 1,75 %.

Une comparaison peut  être faite avec les résultats de liquéfaction obtenus dans le

Chapitre III sur les algues de 2013. Avec des conditions proches (400 W, 40 °C, 50 L.h-1), le
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Figure  53 :  cinétique de liquéfaction de  Grateloupia turuturu dans les
conditions optimales de liquéfaction définies par le plan d'expériences
(400 W, 40 °C, 65 L.h-1).  Les valeurs correspondent aux moyennes  ±
écarts types, n=3
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gain de liquéfaction était  de + 38,87 ± 6,26 % dès 4 heures et de + 40,9 ± 6,23 % après 6

heures, pour un pourcentage final d'algue liquéfiée de 90,71 ± 0,13 %. Comme le débit est

apparu non influent, ces différences sont vraisemblablement dues à la période de collecte de

la biomasse (2013 / 2014).

Remarque : pour rappel, la R-PE n'a pas été dosée dans les surnageants obtenus dans ces

conditions, puisque d'après les résultats du plan d'expériences (Tableau XX) et du chapitre

IV elle est dégradée à 40 °C.

Avec ce procédé d'UAEH optimisé pour la liquéfaction de l'algue, ce sont 3,3 fois plus

de  composés  hydrosolubles  qui  sont  extraits  par  comparaison  à  une  extraction

conventionnelle à l'eau du réseau, sur algues lyophilisées et cryobroyées (Chapitre IV, Figure

45a, p.153).

IV.2. Analyses des fractions : surnageants et culots

IV.2.1. Distribution du carbone et de l'azote de l'algue

Les rendements d'extraction ont été déterminés pour la fraction soluble (surnageant) et

pour la fraction insoluble (culot), à T0 et T360, mais de façon différente aux Chapitres III et

IV.  En effet, compte tenu de la composition biochimique du cocktail enzymatique indiquée

dans le Tableau XIX, les rendements d'extraction des surnageants ont été corrigés. Ainsi, les

valeurs indiquées ci-dessous (Figure 54) reflètent plus précisément la répartition de l'azote et

du  carbone  de  l'algue  dans  chaque  fraction,  au  début  (T0)  et  à  la  fin  (360  min)  de

l'application du procédé d'UAEH optimisé.
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Au démarrage de l'UAEH (T0), si l'azote et le carbone de l'algue sont principalement

retrouvés dans le culot (respectivement 58,18 ± 4,03 % et 68,27 ± 4,76 %), une partie est

déjà  néanmoins  passée  en  solution  après  les  30  minutes  de  préparation  du  mélange

réactionnel.  Ceci  est  confirmé par  le  pourcentage  d'algue  liquéfiée  constaté  initialement

(49,31 ± 2,23 %).

Après six heures de traitement, la tendance inverse est constatée puisque l'azote et le

carbone se retrouvent essentiellement dans la fraction soluble. Pour l'azote, ce sont près de
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Figure  54 :  répartition  de  l'azote  (a)  et  du  carbone  (b)  de
Grateloupia turuturu entre la fraction soluble (surnageant, S) et
insoluble  (culot,  C)  à  T0  et  T360  minutes  dans  les  conditions
optimales  de  liquéfaction.  Les  valeurs  correspondent  aux
moyennes  ± écarts  types,  n=3.  Les  étoiles  *** indiquent  une
différence significative par rapport au T0 (p < 0,001)
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71 % (Figure 54a) qui sont passés en solution, soit une augmentation d'un facteur 1,9 par

rapport  au T0.  Pour  le  carbone  (Figure  54b),  l'effet  de  l'UAEH est  encore  plus  marqué

puisque près de 77 % du carbone sont retrouvés dans le surnageant, soit 2,7 fois plus de

composés  carbonés  en  solution  par  rapport  à  T0.  Ces  résultats  sont  cohérents  avec

l'augmentation de la liquéfaction de l'algue, puisque entre T0 et T360 le pourcentage d'algue

liquéfiée est multiplié par un facteur 1,8 (49,31 ± 2,23 % à T0 et 87,58 ± 1,40 % à T360).

Dans  ces  conditions  optimisées,  l'UAEH  permet  donc  d'augmenter  fortement  la

solubilisation des composés carbonés et azotés de Grateloupia turuturu.

IV.2.2. Analyses des sucres

IV.2.2.1. Sucres hydrosolubles

La détermination de la teneur en sucres des fractions solubles a été effectuée à T0 et

après 360 minutes, l'apport par les enzymes ayant été soustrait (Tableau XIX) .

Après les étapes de préparation du mélange réactionnel (30 minutes), le rendement

d'extraction  des  sucres  hydrosolubles  est  de  80,12  ±  7,41 mg.g-1 Alg.S.  Il  atteint

330,00 ± 13,11 mg.g-1 Alg.S après six heures d'UAEH, soit une augmentation d'un facteur 4,1

par  rapport  au T0.  En comparaison,  pour  les  algues collectées en 2013,  six  heures de

procédé  permettaient  d'atteindre  une  valeur  un  peu  plus  élevée  (439 ± 16 mg.g-1  Alg.S)

(Chapitre III, Figure 42a, p.140), ceci pouvant s'expliquer par un pourcentage de liquéfaction

légèrement supérieur (pour des paramètres expérimentaux proches).

IV.2.2.2. Oses libres

L'analyse  de  la  composition  en  oses  libres  a  été  réalisée  sur  les  fractions

hydrosolubles à T0 et après 360 minutes. Comme pour les sucres hydrosolubles, les valeurs

ont été exprimées en mg.g-1 Alg.S afin de prendre en compte la composition osidique du

cocktail enzymatique (Tableau XIX). Les valeurs présentées dans le Tableau XXIV sont donc

des  valeurs  corrigées,  la  composition  en  oses  de  Grateloupia  turuturu y  est  également

rappelée.
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Tableau XXIV : composition osidique (en mg.g-1 Alg.S) des fractions solubles obtenues à T0 et T360
dans les conditions optimisées pour la liquéfaction par UAEH de  Grateloupia turuturu. Les valeurs
correspondent aux moyennes ± écarts types, n=3

Oses libres détectés (mg.g-1 Alg.S) Oses totaux 

(mg.g-1 Alg.S)Xylose Mannose Galactose Glucose

Algue
2,87 ± 2,77

(1,7 %)*

Nd 149,42 ± 26,93

(86,4 %)*

20,64 ± 4,45

(11,9 %)*
172,93 ± 30,89

UAEH T0
0,27 ± 0,46

(0,3 %)*

0,25 ± 0,43

(0,3 %)*

66,43 ± 12,19

(93,1 %)*

6,48 ± 11,22

(6,4 %)*
73,43 ± 24,27

UAEH T360
4,62 ± 0,58

(1,8 %)*

1,08 ± 1,24

(0,4 %)*

211,74 ± 27,44

(78,3 %)*

54,59 ± 21,20

(19,6 %)*
272,03 ± 48,88

* Pourcentage relatif de chaque ose par rapport à l'ensemble des oses détectés (oses totaux)
Nd : non détecté

Il convient de préciser que la méthanolyse de Grateloupia turuturu n'a permis d'extraire

que 173 mg d'oses par gramme d'algue sèche, or, après 360 minutes d'UAEH ce sont près

de 272 mg.g-1 Alg.S qui sont quantifiés dans la fraction soluble (teneurs déterminées après

méthanolyse des surnageants). Il semble donc que la méthanolyse de la poudre d'algue ne

permette pas d'extraire tous les sucres, la présence de particules en suspension dans le

méthanolysat confirmant cela.

Il est également intéressant de comparer les résultats obtenus par CPG avec ceux

obtenus par le dosage colorimétrique de Dubois sur les surnageants (IV.2.2.1.  ). Il s'avère

que ces résultats sont assez proches. En effet, à T0 le rendement d'extraction des oses

hydrosolubles est de 73,43 ± 24,27 mg.g-1 Alg.S et celui des sucres hydrosolubles de 80,12 ±

7,41 mg.g-1 Alg.S.  Après 360 minutes,  la  teneur en oses et  en sucres hydrosolubles est

respectivement de 272,03 ± 48,88 mg.g-1 Alg.S et de 330 mg.g-1 Alg.S. L'analyse par CPG

confirme  que  l'UAEH  permet  de  solubiliser  les  sucres  de  Grateloupia  turuturu,  puisque

l'extraction des oses est multipliée par 3,7.

Cette  analyse  plus  poussée  de  la  composition  en  sucres  des  fractions  solubles

(Tableau XXIV) permet de constater que quatre oses sont présents dans les surnageants : le

xylose, le mannose, le galactose et le glucose. Le xylose et le mannose ne sont retrouvés

qu'à l'état de trace, à T0 et T360 le xylose représente 0,3 et 1,8 % des oses présents, le

mannose  représente  quant  à  lui  0,3  et  0,4  %.  Le  glucose  est  retrouvé  en  plus  grande

proportion puisqu'il représente 6,4 % des oses à T0 et 19,6 % après 360 minutes ; cette

augmentation pourrait  venir de la dégradation de l'amidon floridéen et de la cellulose de
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l'algue  (Fidelis  et al., 2014). Néanmoins, que ce soit à T0 ou à T360, l'ose majoritaire est

toujours le galactose, il représente 93,1 % des oses des surnageants à T0 et 78,3 % après

360 minutes. Ces résultats sont cohérents puisque le galactose est l'ose majoritaire chez

Grateloupia turuturu (86,4 %), suivi par le glucose (11,9 %) et le xylose (1,7 %).

Il semble donc que le procédé d'UAEH ne soit pas sélectif à l'égard de l'extraction des

sucres  de  Grateloupia  turuturu.  En  effet,  même  après  360  minutes  de  procédé,  les

proportions de galactose et de glucose restent relativement proches de celles de l'algue de

départ. Dans la littérature, plusieurs études s'intéressent à l'action des ultrasons et/ou de

l'hydrolyse  enzymatique  sur  les  profils  des  sucres  retrouvés  dans  les  extraits,  avec

cependant  des  conclusions  variables  pouvant  être  dues  aux  différences  de  paramètres

expérimentaux.  Ainsi,  pour  certains auteurs,  même un traitement  prolongé aux ultrasons

(15 h dans un système avec recirculation) ne semble pas entraîner de modification de la

composition  en  monosaccharides  constitutifs  d'un  polysaccharide  bactérien  (Petit  et  al.,

2007). Pour d'autres, la sonication modifie la composition finale en sucres : diminution du

glucose et du mannose après deux heures de traitement du champignon  Pleurotus tuber-

regium (Zhang  et  al.,  2004),  diminution  du  glucose  et  augmentation  du  mannose  et  du

galactose après  sonication  de la  microalgue  Scenedesmus obliquus (Jeon  et  al.,  2013).

En 2014, une étude portant sur l'extraction des polysaccharides sulfatés de la macroalgue

rouge  Gracilaria birdiae,  a montré que les extraits présentaient une composition osidique

différente  selon  les  conditions  d'extraction  (méthode  conventionnelle,  UAE,  UAEH

(protéase) ; en présence ou non de NaOH à 0,1 M), mais d'après les auteurs ces différences

étaient difficiles à expliquer (Fidelis et al., 2014).

Les enzymes interviennent également dans la modification de la composition en sucres

des extraits, particulièrement lorsqu'il s'agit de polysaccharidases. C'est par exemple ce que

montre une récente étude sur l'hydrolyse enzymatique des polysaccharides de l'algue rouge

Pterocladia  capillacea. En  fonction  de  l'enzyme  utilisée,  les  extraits  présentent  une

composition osidique différente, ainsi une β glucanase (37 °C, pH 5,4, 45 min) permet une

augmentation  notable  de  la  teneur  en  glucose  et  en  mannose  grâce  à  l'hydrolyse  des

liaisons glycosidiques (Fleita et al., 2015).

Ici,  le  couplage  enzymes-ultrasons  a  permis  d'augmenter  de  façon  significative

l'extraction des sucres mais sans entraîner de différence apparente par rapport au profil des

oses de l'algue de départ.
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IV.2.2.3. Détermination des masses molaires moyennes

La  détermination  des  masses  molaires  (Mw)  par  HPSEC  a  été  réalisée  sur  les

fractions solubles à T0 et après 360 minutes. Une seule analyse a été effectuée pour chaque

répétition d'expérimentation (n=3).

La  superposition  des  six  chromatogrammes  obtenus  en  sortie  du  détecteur

réfractométrique (Figure 55) met en avant un seul pic pour les fractions solubles à T0 et à

T360, ce qui signifie que les polysaccharides présents dans chacune de ces fractions sont

d'une taille relativement homogène.

La Figure 55 montre l'augmentation des temps de rétention après 6 heures d'UAEH, ce

qui signifie une diminution de taille des polysaccharides dans les surnageants. L'analyse du

cocktail  enzymatique  a,  quant  à  elle,  montré  que  les  pics  des  enzymes  et  des

polysaccharides à T0 et T360 ne se superposaient pas.
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Figure 55 : superposition des chromatogrammes obtenus en sortie du détecteur réfractométrique
(RI), pour les fractions solubles à T0 et T360 minutes, dans les conditions optimisées d'UAEH pour
la liquéfaction de Grateloupia turuturu
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Les  masses  molaires  (Mw)  et  indices  de  polydispersité  (Ip)  correspondant  aux

chromatogrammes de la Figure 55 sont présentés dans le Tableau XXV.

Tableau  XXV : masses molaires moyennes (Mw) et indices de polydispersité (Ip) pour les fractions
solubles obtenues à T0 et T360, dans les conditions optimisées d'UAEH pour la liquéfaction. Les
valeurs correspondent aux moyennes ± écarts types, n=3

Mw (g.mol-1) Ip

UAEH T0 1 120 000 ± 41 016 1,71 ± 0,03

UAEH T360 432 000 ± 89 383 2,37 ± 0,40 

Les fractions solubles contiennent initialement (T0) des polysaccharides de masses

molaires  élevées  (1,12.106 g.mol-1).  La  paroi  des  algues  rouges  est  majoritairement

composée  de polysaccharides  de types agars  et  carraghénanes.  Pour  ces  derniers,  les

masses  molaires  sont  variables,  allant  de  2,60.105 à  3,20.105 g.mol-1  pour  les  kappa

carraghénanes, de 2,00.105 à 8,00.105 g.mol-1 pour les lambda et pour les iota carraghénanes

elles peuvent avoisiner 1,40.106 g.mol-1. Les agars ont quant à eux des masses molaires

plus  faibles,  avec  en  moyenne  1,20.105 g.mol-1 (Kornprobst,  2005).  La  masse  molaire

moyenne  de  1,12.106 g.mol-1 trouvée  ici  est  donc  plus  proche  des  lambda  et  iota

carraghénanes. Il  est vrai  que les polysaccharides constitutifs de  Grateloupia turuturu ne

sont  pas  encore  très  bien  décrits,  mais  des  études  ont  rapporté  que  cette  algue  serait

composée de polysaccharides hybrides entre agar et carraghénanes (Chapitre I, III.5., p.41).

D'après une récente étude, Grateloupia turuturu serait à classer chez les carraghénophytes

plutôt que chez les agarophytes (Rodrigues et al., 2015a).

La  présence  de  polysaccharides  de  hautes  masses  molaires  dès  le  T0,  peut

s'expliquer par les 30 minutes de préparation préalables au démarrage de l'UAEH. De plus,

les algues n'ont pas été rincées, ce qui signifie que l'exsudat polysaccharidique déjà évoqué

dans le Chapitre III (II.1., p.124), peut se retrouver dans cette fraction soluble (Miller, 2005).

Après six heures d'UAEH, la masse molaire des polysaccharides est 2,5 fois plus petite

(4,32.105 g.mol-1) que celle à T0 (Tableau XVI), une dépolymérisation des polysaccharides

extraits lors de l'UAEH a donc eu lieu. Ce résultat confirme l'explication suggérée dans le

Chapitre III (III.1.) pour justifier la diminution de viscosité des fractions solubles obtenues par

UAE et UAEH : il  y a bien rupture de liaisons au sein des polysaccharides. De plus, les

indices de polydispersité (Ip) à T0 et T360 sont relativement proches, il semble donc que les

masses molaires soient peu dispersées. Les ultrasons permettraient cette dépolymérisation
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grâce aux contraintes mécaniques auxquelles ils soumettent les polysaccharides (implosion

des bulles de cavitation) et aussi par la formation d'entités radicalaires qui induiraient leur

dégradation (Pétrier et al., 2008).

Cette dépolymérisation par les ultrasons a déjà été décrite pour un polysaccharide

bactérien (Mw > 106 g.mol-1), avec un réacteur permettant la circulation en continu du milieu à

traiter ; une réduction d'un facteur 7,5 de sa masse molaire moyenne avait été observée

(Petit  et  al.,  2007;  Petit,  2005).  Par  ailleurs,  une  autre  étude  comparant  la  taille  des

polysaccharides d'un champignon, extraits par une méthode conventionnelle et par UAE, a

montré que les masses molaires les plus élevées (Mw > 1.106 g.mol-1) sont obtenues avec

les  ultrasons.  Ces  derniers  permettent  aussi  d'extraire  en  plus  grande  quantité  des

polysaccharides de petite taille (4.104 g.mol-1). Il semblerait donc que les ultrasons favorisent

l'extraction des polysaccharides de hautes masses molaires mais qu'ensuite ceux-ci seraient

dépolymérisés (Zhang et al., 2004).

Une comparaison récente de la taille des polysaccharides extraits d'un mollusque, par

EAE et UAEH (papaïne, 40 min, 300 W), a montré que ceux obtenus par UAEH présentaient

des masses molaires plus faibles (3,50.105 g.mol-1 à 4,70.105 g.mol-1) que ceux obtenus par

EAE (5,00.105 g.mol-1 à 6,20.105 g.mol-1) (Liao et al., 2015). Cette étude a également montré

que les polysaccharides de plus petite taille présentent l'activité antioxydante la plus élevée.

Cette augmentation de l'activité antioxydante avec la diminution des masses molaires a déjà

été décrite pour les polysaccharides de l'algue rouge Pyropia yezoensis (Zhou et al., 2012).

Il est vrai que l'utilisation de polysaccharidases peut faciliter l'extraction des protéines

algales,  telles  que  la  R-PE,  en  induisant  l'hydrolyse  des  polysaccharides  pariétaux.

Cependant, l'efficacité de ces enzymes dépend non seulement du phylum et du genre mais

aussi de l'espèce, compte tenu de la diversité des compositions pariétales des macroalgues.

Cette spécificité d'action peut poser des difficultés au niveau de la transposition industrielle,

car elle nécessite des enzymes spécifiques à la composition pariétale de chaque espèce et

des conditions d'hydrolyses adaptées en conséquence (Fleurence, 1999b). Contrairement à

cette  dépolymérisation  par  hydrolyse  enzymatique,  la  dépolymérisation  par  ultrasons

présente  l'avantage  d'être  une  technique  qui  ne  nécessite  pas  une  connaissance

approfondie de la structure du polysaccharide (Petit et al., 2007).
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IV.2.3. Les acides aminés

IV.2.3.1. Distribution des acides aminés de l'algue

La détermination de la distribution des acides aminés de l'algue entre surnageant et

culot a été réalisée à partir des rendements d'extractions (RSaa et RCaa) calculés comme

indiqué dans le Chapitre II (V.6.3., p.108). Les résultats présentés ici sont issus des analyses

effectuées au laboratoire Biorafhe.

Les résultats de la Figure 56 reflètent la répartition des acides aminés de l'algue dans

chaque  fraction,  au  début  (T0)  et  à  la  fin  de  l'application  du  procédé  (T360),  dans  les

conditions d'UAEH optimisées pour la liquéfaction de Grateloupia turuturu.

Six  heures de traitement  par  UAEH ont  permis de solubiliser  57,11  ± 1,85 % des

acides aminés de l'algue, soit une augmentation d'un facteur 1,7 par rapport à T0 (32,85 ±

2,76 %), ce qui est en accord avec l'augmentation de la liquéfaction de l'algue.

La comparaison de ces résultats avec ceux de la Figure 54a suggère que la répartition

entre culot et surnageant de l'azote et des acides aminés, suit une même évolution entre T0

et T360 minutes. En effet, après six heures l'UAEH a multiplié par 1,9 la solubilisation de

l'azote de l'algue,  soit  une augmentation similaire à celle  des acides aminés (x 1,7).  Un
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Figure 56 : répartition (%) des acides aminés de l'algue entre culot
et surnageant, à T0 et T360 minutes dans les conditions optimisées
pour la  liquéfaction.  Les valeurs correspondent  aux moyennes  ±
écarts  types,  n=3.  Les  étoiles  *** indiquent  une  différence
significative par rapport au T0 (p < 0,001). Analyses faites par le
laboratoire Biorafhe
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rapprochement  peut  également  être  fait  avec  le  Chapitre  III,  dans  lequel  l'efficacité  de

l'UAEH pour l'extraction des acides aminés avait déjà été démontrée (Chapitre III,  III.2.2.  

p.143). Ainsi, dans des conditions proches (400 W, 40 °C, 50  L.h-1), 54,02  ± 0,19 % des

acides aminés de l'algue étaient passés en solution, les 57,11 ± 1,85 % obtenus lors de cette

optimisation de la liquéfaction sont donc cohérents.

Récemment, une optimisation de l'extraction par sonication de la taurine (dérivé d'un

acide aminé)  a été conduite  chez la  macroalgue rouge  Pyropia  yezoensis (Wang  et  al.,

2015a). Dans les conditions optimales de cette étude, les ultrasons ont permis d'augmenter

son  rendement  d'extraction  tout  en  réduisant  la  durée  et  la  température  par  rapport  à

l'extraction  conventionnelle.  Parmi  les  conditions  testées  dans  cette  étude,  la  puissance

maximale (300 W) et la température centrale (40 °C) ont été retenues. De plus, la taurine ne

présentait  pas  de  modification  structurale,  il  est  donc  possible  que  l'UAEH  permette

également l'extraction des acides aminés tout en préservant leur structure.

IV.2.3.2. Profils en acides aminés

Afin de mieux caractériser sur le plan qualitatif les fractions solubles et insolubles, les

profils  en  acides  aminés  de  chacune  de  ces  fractions  ont  été  réalisés.  La  Figure  57a

correspond aux culots et surnageants à T0 et la Figure 57b après 360 minutes. Les résultats

sont exprimés en pourcentage relatif par rapport à l'ensemble des acides aminés détectés

(AA détectés).
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Figure  57 :  profils  en  acides  aminés  de  Grateloupia  turuturu et  des  fractions  (culot  C  et
surnageant  S)  à  T0  (a)  et  à  T360  minutes  (b),  dans  les  conditions  optimisées  pour  la
liquéfaction. Les résultats sont exprimés en pourcentage relatif de chaque AA par rapport aux
AA détectés. Les valeurs correspondent aux moyennes ± écarts types, n=3 (sauf pour Grateloupia
turuturu, n=1). Analyses effectuées par le laboratoire Biorafhe
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Initialement,  les  profils  en  acides  aminés  des  culots  et  surnageants  présentent

globalement les mêmes tendances, ceux-ci sont également similaires au profil des acides

aminés de  Grateloupia  turuturu (Figure  57a).  Les  deux acides  aminés majoritaires sont,

comme  pour  l'algue,  l'acide  aspartique  et  l'acide  glutamique,  suivis  par  la  leucine.

Il semblerait cependant que certains acides aminés soient plus représentés dans une des

deux fractions. Ainsi, la leucine (Leu) représente 9,9 ± 0,6 % des acides aminés des culots et

seulement 6,8 ± 0,1 % des acides aminés des surnageants ; pour la phénylalanine (Phe) le

même constat peut être fait (6,0 ± 0,4 % pour les culots et 3,6 ± 0,1 % pour les surnageants).

A contrario, l'acide glutamique est présent en plus grande proportion dans les surnageants

avec 16,8 ± 0,9 % contre 11,5 ± 1,1 % dans les culots. Pour les autres acides aminés, les

profils des culots et surnageants sont similaires, et sont proches du profil en acides aminés

de  l'algue.  Ces  acides  aminés  doivent  donc  se  répartir  sans  distinction  entre  les  deux

phases.

Après 360 minutes (Figure 57b), les tendances observées initialement pour la leucine

(Leu) et la phénylalanine (Phe) sont de nouveau constatées et même renforcées puisque les

différences entre culots et surnageants sont plus marquées. En effet, la leucine est présente

dans les culots à hauteur de 10,6 ± 0,2 % et de 5,8 ± 0,2 % dans les surnageants. Pour la

phénylalanine,  le  pourcentage  est  de  6,4  ± 0,1  %  dans  les  fractions  insolubles  et  de

3,1 ± 0,1 % dans les fractions solubles. Les observations faites à T0 pour l'acide glutamique

sont elles aussi vérifiées après 360 minutes (10,2 ± 0,2 % pour le culot et 14,3 ± 0,5 % pour

le surnageant). Pour les autres acides aminés, il n'y a pas de modification après 360 minutes

par rapport au T0.  En effet, que ce soit pour les culots ou les surnageants les profils en

acides aminés sont proches,  sauf pour la glycine,  l'alanine et  la proline qui semblent  en

proportions un peu plus importantes dans les surnageants après six heures d'UAEH ; cette

tendance est bien marquée pour l'acide aspartique.

Ces  résultats  suggèrent  que  l'UAEH  n'est  pas  un  procédé  sélectif  vis-à-vis  de

l'extraction de certains acides aminés, il permet donc d'obtenir des extraits qui représentent

plutôt fidèlement la composition en acides aminés de Grateloupia turuturu. Cette observation

a déjà été faite pour l'extraction par UAE des acides aminés du marc de raisin (Carrera et al.,

2015).

Sur un plan qualitatif, il est également intéressant de déterminer les valeurs du ratio

des acides aminés essentiels (AAE) sur l'ensemble des acides aminés détectés (AAdétectés)

(AAE/AAdétectés). Le Tableau XXVI présente les ratios obtenus pour les culots et surnageants à

T0 et après 360 minutes.
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Tableau XXVI : ratios AAE/AA détectés (%) pour les culots et surnageants obtenus à T0 et T360 minutes
dans les conditions optimisées pour la liquéfaction. Les valeurs correspondent aux moyennes ± écarts
types,  n=3.  Les  lettres  différentes  indiquent  une  différence  significative  avec  p  <  0,05.  Analyses
effectuées par le laboratoire Biorafhe

UAEH T0 min UAEH T360 min

Surnageants Culots Surnageants Culots

AAE/AAdétectés  (%) 38,45 ± 1,06 a 45,82 ± 1,01 b 37,12 ± 0,38 a 47,62 ± 0,10 c

Les ratios AAE/AAdétectés sont toujours plus élevés pour les culots, ce qui est en accord

avec  les  observations  faites  précédemment.  En  effet,  les  proportions  de  leucine  et  de

phénylalanine (AAE) sont plus importantes dans les culots tandis que l'acide glutamique (non

essentiel) est présent en plus grande proportion dans les surnageants. Aucune différence

significative n'est constatée entre T0 et T360 pour les surnageants, ce qui va dans le sens

d'une non sélectivité du procédé.  En revanche, pour les culots,  une petite différence est

observée au cours du procédé, en effet, après 360 minutes ces derniers contiennent des

AAE en plus grande proportion (47,62 ± 0,10 %) par rapport à T0 (45,82 ± 1,01 %).

IV.2.4. Synthèse     : composition biochimique de la fraction soluble finale (360 

minutes)

Les résultats de l'optimisation de la liquéfaction ont  montré que le taux de matière

solubilisée (87,58 ± 1,40 %) coïncide avec la prédiction du modèle (86,95 %). Les analyses

biochimiques ont confirmé que cette liquéfaction est bien associée à un passage en solution

de l'ensemble des composés de l'algue, sans spécificité vis-à-vis de certains oses ou acides

aminés. Enfin, cette liquéfaction serait associée à une dépolymérisation des polysaccharides

de l'algue.

Il est donc intéressant de dresser maintenant la composition biochimique partielle des

fractions  solubles  obtenues  après  six  heures  d'UAEH dans  les  conditions  optimales  de

liquéfaction (Tableau XXVII).
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Tableau XXVII : composition biochimique partielle des fractions solubles après 360 minutes d'UAEH
dans les conditions optimisées pour la liquéfaction de Grateloupia turuturu. Les valeurs correspondent
aux moyennes ± écarts types, n=3

Fraction soluble

à 360 minutes

Matière sèche (% MF) 2,93 ± 0,07

Matière sèche estimée * (% MF) 3,11 ± 0,10

Cendres (% MS estimée) 28,35 ± 0,24

Sucres hydrosolubles (% MS estimée) 42,73 ± 1,03

Résidus glycosidiques (% MS estimée) 

(oses libres) 
36,56 ± 4,72

Carbone (% MS estimée) 29,78 ± 0,03

Azote (% MS estimée) 3,07 ± 0,10

Acides aminés (% MS estimée) 9,34 ± 0,42

* par lyophilisation

Les fractions solubles obtenues à la  fin  du procédé contiennent  3,11  ± 0,10 % de

matière sèche (MS estimée). Elles se composent principalement de sucres (de 37 à 43 % MS

estimée) et de 28 % de cendres ou matières minérales. Les acides aminés représentent quant à

eux un peu moins de 10 % MS estimée, tandis que l'azote est retrouvé à hauteur de 3,07 ± 0,10

% MS  estimée.  En appliquant le facteur N-Prot de 3,47 déterminé dans le Chapitre III  pour

l'algue collectée en 2014 (Laboratoire Biorafhe) (Chapitre III, II.3. , p.131), le pourcentage de

protéines totales dans la fraction soluble est de 10,65 ± 0,35 % MS estimée, ce qui est cohérent

avec les 9,34 ± 0,42 % d'acides aminés détectés. En revanche, en appliquant le facteur plus

précis de 5,16, le pourcentage de protéines totales passe à 15,84 ± 0,52 MS estimée, soit plus

de 6 % par rapport aux acides aminés détectés.

La somme de la  matière  minérale,  des  sucres  et  des  protéines  totales  (N x  5,16)

représente entre 81 et 87 % de la fraction soluble (MS estimée), mais la teneur en lipides n'a

pas été déterminée. Il serait intéressant de la connaître pour compléter cette composition

biochimique.

Remarque : la matière sèche déterminée à l'étuve est inférieure (2,93 ± 0,07 %) à la matière

sèche estimée par lyophilisation (3,11 ± 0,10 %),  puisque la lyophilisation ne permet pas

d'éliminer la totalité de l'eau contenue dans les échantillons (MS estimée).
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V. Validation de la prédiction de l'extraction de la R-PE de Grateloupia 

turuturu par UAEH en conditions optimisées

L'optimisation du procédé d'UAEH pour l'extraction de la R-PE de Grateloupia turuturu

a été effectuée selon les conditions préalablement décrites, c'est à dire : 300 W, à 20 °C pour

un débit de 145 L.h-1 et sur 210 minutes. Des prélèvements réguliers ont été effectués afin

de  suivre  l'évolution  de  l'extraction  de  la  R-PE  et  la  liquéfaction  de  l'algue.  Trois

expérimentations indépendantes ont été réalisées.

Remarque : comme indiqué dans les chapitres précédents, le suivi du pH au cours du temps

révèle sa relative stabilité avec une augmentation moyenne de 0,30 unité  pH après 210

minutes (3,5 heures) d'UAEH. L'énergie délivrée au mélange (W.h) et l'énergie apportée par

kilogramme de mélange réactionnel  (W.h.kg-1)  sont  inférieures aux valeurs des chapitres

précédents puisque la puissance est plus faible et la durée d'extraction plus courte, mais le

poids initial de mélange réactionnel reste inchangé (environ 3,3 kg). En prenant en compte le

rendement  énergétique  de  l'ordre  de  85  %  du  SONITUBE®,  la  puissance  délivrée  au

mélange varie de 187 à 204 W. L'énergie apportée au mélange réactionnel après 3,5 heures

est donc comprise entre 655 W.h et 714 W.h, soit une énergie apportée par kg de mélange

comprise entre 198 et 216 W.h.kg-1. En considérant les prélèvements effectués au cours des

essais (environ 13 % du poids initial), le réacteur contient au final environ 2,9 kg de mélange

réactionnel,  soit  une  énergie  apportée  par  kilogramme  légèrement  plus  importante,

comprise entre 226 et  246 W.h.kg-1.

V.1. Liquéfaction de l'algue

Après 210 minutes d'UAEH, dans les conditions optimales pour l'extraction de la R-PE,

le pourcentage d'algue liquéfiée est  de 65,34  ± 1,46 %, soit  1,4 fois plus de composés

extraits par rapport à T0. Les 62,53 % d'algue liquéfiée obtenus, après 180 minutes, dans les

mêmes conditions lors de l'essai n°2 du plan d'expériences confortent ce résultat. À titre de

comparaison,  après  180  minutes  dans  les  conditions  optimisées  pour  la  liquéfaction  de

l'algue (400 W, 40 °C, 65 L.h-1), le pourcentage de matière liquéfiée était déjà de 78,60  ±

1,54 %, ce qui s'explique par une température plus élevée et par une énergie délivrée au

mélange réactionnel, après 180 minutes, également plus importante (900 W.h à 1020 W.h).

La Figure 58 illustre l'évolution moyenne de la liquéfaction de Grateloupia turuturu au

cours du temps, pour les trois expérimentations réalisées.
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Le gain de liquéfaction augmente régulièrement au cours du temps, avec cependant un

léger ralentissement à partir de 90 minutes. Néanmoins, après 210 minutes l'augmentation

de  la  liquéfaction  par  rapport  à  la  valeur  initiale  est  de  19,84  ± 1,14  %,  elle  était  de

29,29 ± 2,75 % dès 180 minutes dans les conditions optimales de liquéfaction (Figure 53,

p.185).

La  comparaison  des  deux  optimisations  réalisées  (liquéfaction/R-PE),  en  ce  qui

concerne le gain de liquéfaction,  montre bien l'influence positive de l'augmentation de la

durée,  de  la  température  et  de  la  puissance  des  ultrasons,  pour  la  solubilisation  des

composés de Grateloupia turuturu.

Avec ce procédé d'UAEH optimisé pour l'extraction de la R-PE de l'algue, ce sont 2,5

fois plus de composés hydrosolubles qui sont extraits,  par comparaison à une extraction

conventionnelle à l'eau du réseau, sur algue lyophilisée et cryobroyée  (Chapitre IV,  Figure

45a, p.153).
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Figure 58 : cinétique de liquéfaction de Grateloupia turuturu dans les
conditions  optimales  d'extraction  de  la  R-PE  définies  par  le  plan
d'expériences (300 W, 20 °C, 145 L.h-1). Les valeurs correspondent
aux moyennes ± écarts types, n=3
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V.2. Analyses des fractions : surnageants et culots

V.2.1. Rendements d'extraction de la R-PE

La  cinétique  des  rendements  d'extraction  de  la  R-PE  (RR-PE)  dans  les  conditions

optimales (300 W, 20 °C, 145 L.h-1) est représentée dans la Figure 59.

La cinétique d'extraction de la R-PE présente la même allure que dans l'essai n°2 du

plan  d'expérience  (Figure  52,  p.181),  avec  une  augmentation  marquée  pendant  les  45

premières minutes (+ 1,49 mg.g-1 Alg.S) suivie d'un ralentissement aboutissant à l'apparition

d'un plateau. Pour la microalgue Spirulina platensis, une allure similaire avait été observée

lors de l'extraction, par sonication, du β-carotène ; le rendement d'extraction augmentait de

façon importante les deux premières minutes puis  atteignait  un plateau  (Dey et  Rathod,

2013).

Dans les conditions optimisées d'UAEH, le modèle prédisait  après 120, 180 et 240

minutes, des rendements d'extraction de la R-PE respectivement de 4,21 mg.g -1 Alg.S, de

4,32 mg.g-1 Alg.S et de 4,21 mg.g-1 Alg.S (Tableau XXII). Les résultats expérimentaux sont
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Figure  59 :  rendement  d'extraction  de  la  R-PE de  Grateloupia  turuturu
dans les conditions optimales d'extraction de la R-PE définies par le plan
d'expériences (300 W, 20 °C, 145 L.h-1). Les valeurs correspondent aux
moyennes  ± écarts  types,  n=3.  Les  différences  significatives  (p < 0,05)
sont indiquées par des lettres différentes.
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donc conformes aux prédictions puisque le  RR-PE est  de 4,11  ± 0,12 mg.g-1 Alg.S à 120

minutes, de 4,28  ± 0,09 mg.g-1 Alg.S à 180 minutes et de 4,24  ± 0,05 mg.g-1 Alg.S à 210

minutes.

La réalisation d'une cinétique plus fine permet de constater que le RR-PE atteint après

150  minutes  d'UAEH  (4,24 ± 0,11  mg.g-1 Alg.S)  est  similaire  à  celui  obtenu  après  210

minutes (4,24 ± 0,05 mg.g-1 Alg.S), et que le RR-PE le plus élevé est observé pour le temps

intermédiaire de 180 minutes (4,28 ± 0,09 mg.g-1 Alg.S). Néanmoins,  de 90 à 210 minutes

(inclus), les RR-PE ne présentent pas de différence significative En revanche, l'augmentation

du RR-PE entre 45 minutes (3,55 ± 0,22 mg.g-1 Alg.S ) et 90 minutes (3,98 ± 0,15 mg.g-1 Alg.S)

est  quant  à  elle  significative.  D'après  ces  observations,  il  apparaît  que  la  R-PE  est

relativement stable aux ultrasons, puisque le RR-PE augmente dans un premier temps puis

semble  se maintenir  à  un niveau constant  sur  les  deux dernières  heures  (de 90 à  210

minutes) ; ceci va à l'encontre de l'hypothèse n°2 formulée dans le Chapitre IV (« la R-PE

extraite dans la fraction soluble serait plus sensible aux ultrasons que la R-PE présente dans

l'algue. D'où une dénaturation au cours du temps si la sonication est prolongée »).

Sur la base de ces constatations, en se plaçant dans la situation où la R-PE serait la

seule  molécule  ciblée,  il  serait  envisageable  d'effectuer  l'UAEH  pendant  90

minutes seulement ; cette réduction de la durée d'extraction aurait des avantages pratiques

(gain de temps) et économiques (diminution du coût énergétique, par exemple). Cependant,

dans cette étude, la R-PE n'est pas l'unique molécule d'intérêt puisque c'est l'extraction de

l'ensemble des composés de Grateloupia turuturu qui est recherchée. Or, comme il l'a été

décrit précédemment, les fractions solubles sont significativement plus riches en composés

de l'algue après 210 minutes qu'après 90 minutes (+ 6,38 % de matière solubilisée), avec

respectivement 65,33 ± 1,46 % et 58,96 ± 1,72 % de matière solubilisée. Par ailleurs, le RR-PE

étant  stable  ici  au-delà  de  90  minutes,  il  serait  possible  de  poursuivre  l'UAEH  pour

augmenter  l'extraction  des  autres  molécules  de  Grateloupia  turuturu.  Il  serait  aussi

envisageable d'extraire séquentiellement les composés d'intérêt, par exemple en soutirant

une partie du mélange réactionnel dès 90 minutes pour obtenir une fraction riche en R-PE, et

ensuite poursuivre le procédé pour extraire les autres molécules.

V.2.1.1. Comparaison avec les résultats du chapitre précédent

Des rapprochements peuvent être faits entre les cinétiques d'extraction de la R-PE

obtenues ici et celles du Chapitre IV.
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Dans le Chapitre IV (Figure 50, p.162), pour l'UAEH (400 W, 22 °C, 50 L.h-1), un RR-PE

de 3,6 mg.g-1 Alg.S a été obtenu après la  première heure,  il  diminuait  ensuite de façon

régulière après deux heures de traitement. L'optimisation du procédé a donc bien permis

d'augmenter le rendement d'extraction de la R-PE (4,2 mg.g-1 au lieu de 3,6 mg.g-1 Alg.S), ce

qui pourrait être attribué à la diminution de température de 2 °C. En effet la température est

le seul paramètre étudié influençant l'extraction de la R-PE (négativement).

V.2.1.2. Comparaison avec la méthode d'extraction conventionnelle

Avec ce procédé d'UAEH optimisé pour l'extraction de la R-PE, après 180 minutes, le

RR-PE  (4,28  ± 0,09  mg.g-1 Alg.S) est  2,6  fois  plus  élevé  par  rapport  à  l'extraction

conventionnelle à l'eau du réseau (pH 5,5) et il est 2,3 fois plus élevé que l'extraction au

tampon phosphate. Avant optimisation (Chapitre IV), l'UAEH avait  seulement multiplié par

1,4 le RR-PE par rapport à la méthode conventionnelle à l'eau du réseau pH 5,5, et avait

permis d'atteindre un RR-PE similaire (x 1,1) à l'extraction au tampon phosphate. Ce cinquième

chapitre  a  bien  conduit  à  une  optimisation  du  procédé  d'UAEH  pour  améliorer

l'extraction de la R-PE, il a également permis de renforcer l'intérêt de l'UAEH par rapport à

l'extraction conventionnelle sur algues lyophilisées et cryobroyées.

Par  ailleurs,  avec la  méthode conventionnelle,  il  avait  été  constaté  qu'à  partir  des

algues de 2013 les rendements d'extraction étaient plus élevés qu'avec les algues de 2014,

ceci aussi bien au tampon phosphate (1,7 fois plus de R-PE extraite en 2013) qu'à l'eau du

réseau (1,6 fois plus de R-PE extraite en 2013) (Chapitre IV, Figure 45b, p.153). A contrario,

avec l'UAEH,  bien que les  conditions  opératoires  diffèrent  légèrement  (principalement  la

puissance, mais facteur non influent) entre les chapitres IV et V, la différence de rendement

entre les algues de 2013 (3,62 ± 0,32 mg.g-1 Alg.S, à 22 °C, Chapitre IV) et les algues de

2014 (4,11 ± 0,12 mg.g-1 Alg.S, Chapitre V) est très faible après 120 minutes, et la tendance

semblerait s'inverser avec 1,1 fois plus de R-PE extraite en 2014 qu'en 2013.

Ces éléments laissent à penser que les algues collectées en 2014 sont susceptibles de

contenir autant de R-PE que celles de 2013, contrairement à ce que montrait l'extraction

conventionnelle  (Chapitre  IV,  Figure  45b,  p.153).  Il  est  possible  que  l'extraction

conventionnelle soit moins efficace sur les algues de 2014 en raison d'une structure pariétale

différente, et/ou d'interactions de la R-PE avec d'autres composés de l'algue tels que les

polysaccharides  pariétaux.  Par  exemple,  pour  la  macroalgue  rouge  Ahnfeltiopsis

flabelliformis,  les  rendements d'extraction  des polysaccharides  sulfatés  variaient  selon le

stade de développement de l'algue, et selon le type de polysaccharides constitutifs de sa
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paroi  (kappa/iota  carraghénanes).  En  revanche,  aucune  variation  de  la  teneur  en  R-PE

n'avait  été  constatée  (Kravchenko  et  al.,  2013).  Depuis  plusieurs  années,  les

polysaccharides pariétaux anioniques (ex : carraghénanes) et neutres (ex : cellulose) sont

reconnus  comme étant  les  principaux  responsables  de  la  faible  solubilité  des  protéines

algales, telles que la R-PE, lors d'extractions solide-liquide conventionnelles (Barbarino et

Lourenço, 2005; Fleurence, 1999b). Il peut donc être envisagé que la méthode d'extraction

conventionnelle de la R-PE pourrait être influencée par la nature des polysaccharides de

Grateloupia  turuturu.  Or,  d'après  les  résultats  obtenus ici,  le  procédé d'UAEH permet  la

dépolymérisation  des  polysaccharides  de  Grateloupia  turuturu  de  façon  non  spécifique

(Chapitre V, IV.2.2.3. ), ce qui pourrait expliquer l'efficacité de ce procédé pour l'extraction de

la R-PE, aussi bien sur les algues collectées en 2013 qu'en 2014.

V.2.2. Distribution du carbone et de l'azote de l'algue

La répartition du carbone et de l'azote de l'algue dans les conditions optimisées pour

l'extraction de la R-PE est présentée dans la Figure 60. Il s'agit, comme pour l'optimisation

de la liquéfaction, des rendements d'extraction corrigés.
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Au  début  de  l'UAEH  (T0),  si  l'azote  et  le  carbone  de  Grateloupia  turuturu sont

principalement retrouvés dans le culot (respectivement 64,25 ± 5,17 % et 74,28  ± 5,52 %),

une partie est déjà passée en solution après les 30 minutes de préparation du mélange

réactionnel.  Ceci est cohérent  avec le pourcentage d'algue liquéfiée constaté initialement

(45,50 ± 1,74 %).
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Figure  60 :  répartition  de  l'azote  (a)  et  du  carbone  (b)  de
Grateloupia turuturu entre la fraction soluble (surnageant, S) et
insoluble  (culot,  C)  à  T0 et  T210 minutes dans les conditions
optimales d'extraction de la R-PE. Les valeurs correspondent aux
moyennes  ± écarts  types,  n=3.  Les  étoiles  indiquent  une
différence significative par rapport au T0 : ** avec p < 0,01 et ***
avec p < 0,001
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Après 210 minutes de traitement par UAEH, la tendance inverse est observée pour

l'azote puisque près de 56 % sont passés en solution, soit une augmentation d'un facteur 1,7

par  rapport  au  T0  (Figure  60a).  Quant  au  carbone,  il  se  répartit  équitablement  entre

surnageant et culot, avec près de 49 % du carbone de l'algue passés en solution, soit  une

augmentation d'un facteur 2,1 par rapport au T0 (Figure 60b).

Par rapport à l'UAEH optimisée pour la liquéfaction de l'algue, l'extraction de l'azote et

du carbone de l'algue est moins marquée, ce qui est cohérent avec l'écart de liquéfaction

constaté entre les deux optimisations : après 360 et 210 minutes, le pourcentage de matière

liquéfiée est respectivement multiplié par 1,8 pour l'optimisation de la liquéfaction et par 1,4

pour l'optimisation de la R-PE, par rapport aux T0.

V.2.3. Analyses des sucres

V.2.3.1. Sucres hydrosolubles

La détermination de la teneur en sucres des fractions hydrosolubles a été effectuée à

T0 et après 210 minutes, l'apport par les enzymes (Tableau XIX) ayant été soustrait.

Après les étapes de préparation du mélange réactionnel (30 minutes), la teneur en

sucres hydrosolubles est de 44,31  ± 8,65 mg.g-1 Alg.S, elle était 1,8 fois plus élevée pour

l'optimisation de la liquéfaction (80,11 ± 7,41mg.g-1 Alg.S). Ceci peut être due à la différence

de température initiale dans le réacteur, qui était de l'ordre de 25 °C pour la liquéfaction et de

17 °C pour l'extraction de la R-PE.

Les fractions solubles contiennent 141,86 ± 20,86 mg.g-1 Alg.S de sucres hydrosolubles

après 210 minutes d'UAEH, soit une augmentation d'un facteur 3,2 par rapport au T0. Dans

les conditions optimisées pour la liquéfaction de l'algue, ce facteur était de 4,1 après 360

minutes (330,00 ± 13,10 mg.g-1  Alg.S à T360). Ainsi, les conditions opératoires plus douces

pour  l'extraction  de  la  R-PE, permettent  tout  de  même  la  solubilisation  des  sucres  de

Grateloupia turuturu, mais l'augmentation de la puissance, de la durée et de la température

(conditions  optimales  de  la  liquéfaction)  semble  améliorer  leur  extraction,  comme  l'ont

démontré différentes études sur d'autres biomasses (Liao et al., 2015; Liu et al., 2014; Wu et

al., 2014).

Comme mentionné dans l'hypothèse n°3 du Chapitre IV (IV.1.2.),  la stabilité du RR-PE

observée  entre  90  et  210  minutes  pourrait  être  due  à  la  co-extraction  de  composés

protecteurs, ces composés pouvant être des sucres. En effet, des études ont déjà décrit des
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relations entre  extraction de la  R-PE et  extraction  des sucres des algues par  hydrolyse

enzymatique.  Par  exemple,  pour  extraire  la  R-PE  de  Gracilaria  verrucosa, abaisser  la

température de 48 à 30 °C tout en prolongeant l'hydrolyse pendant 12 heures, permettait de

diminuer la co-extraction des sucres (- 40 %), en maintenant le rendement d'extraction de la

R-PE (6,25 mg.g-1 Alg.S) (Mensi et al., 2012). Ici, l'optimisation de l'UAEH pour l'extraction de

la R-PE a également permis de diminuer la température mais aussi la durée du procédé, ce

qui  présente  un  intérêt  du  point  de  vue  économique  et  pratique.  Une  autre  étude,  sur

Palmaria palmata, a elle aussi constaté que les conditions optimales pour l'extraction de la

R-PE allaient  à  l'encontre  de  la  libération  des  sucres  réducteurs  (Dumay  et  al.,  2013).

Contrairement à ces deux études, l'objectif de ce travail n'est pas de diminuer l'extraction des

sucres  puisque  l'extraction  de  l'ensemble  des  composés  de  l'algue  est  recherchée.

Inévitablement, dans ce contexte d'optimisation spécifique, l'augmentation de l'extraction de

la R-PE est accompagnée d'une diminution de l'extraction des sucres de l'algue, en raison

de conditions opératoires différentes.

V.2.3.2. Oses libres

L'analyse  de  la  composition  en  oses  libres  a  été  réalisée  sur  les  fractions

hydrosolubles  initiales  et  après  210  minutes  de  traitement.  Comme  pour  les  sucres

hydrosolubles, les valeurs ont été ramenées en mg.g-1 Alg.S, afin de prendre en compte la

composition osidique du cocktail enzymatique (Tableau XIX). Les valeurs indiquées dans le

Tableau XXVIII sont des valeurs corrigées, la composition en oses de Grateloupia turuturu y

est également rappelée.
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Tableau XXVIII : composition osidique (en mg.g-1 Alg.S) des fractions solubles obtenues à T0 et T210
minutes  dans  les  conditions  optimisées  pour  l'extraction  par  UAEH  de  la  R-PE  de  Grateloupia
turuturu. Les valeurs correspondent aux moyennes ± écarts types, n=3

Oses libres détectés (mg.g-1 Alg.S) Oses totaux 

(mg.g-1 Alg.S)Xylose Mannose Galactose Glucose

Algue
2,87 ± 2,77

(1,7 %)*
Nd

149,42 ±

26,93

(86,4 %)*

20,64 ± 4,45

(11,9 %)*
172,93 ± 30,89

UAEH T0 Nd Nd
44,76 ± 5,48

(100 %)*
Nd 44,76 ± 5,48

UAEH T210 
2,43 ± 0,66

(2,1 %)*
Nd

108,00 ± 4,69

(93,2 %)*

5,57 ± 3,24

(4,7 %)*
116,01 ± 7,80

* Pourcentage relatif de chaque ose par rapport à l'ensemble des oses détectés (oses totaux)
Nd : non détecté

Après 210 minutes d'UAEH ce sont près de 116 mg.g-1 Alg.S d'oses qui sont quantifiés

dans la fraction soluble, soit une teneur inférieure à celle trouvée après méthanolyse de la

poudre d'algue (172,93 ± 30,89 mg.g-1 Alg.S).

Les teneurs en oses des fractions solubles, à T0 et 210 minutes, sont du même ordre

de  grandeur  que  celles  obtenues  par  le  dosage  colorimétrique  de  Dubois  sur  les

surnageants. En effet, initialement le rendement d'extraction des oses hydrosolubles est de

44,76 ± 5,48 mg.g-1 Alg.S et celui des sucres hydrosolubles est de 44,31 ± 8,65 mg.g-1 Alg.S.

Après 210 minutes, la teneur en oses et en sucres hydrosolubles est respectivement de

116,01  ± 7,80  mg.g-1  Alg.S  et  de  141,86 ± 20,86  mg.g-1  Alg.S.  Par  rapport  au  T0,  le

rendement d'extraction des oses est 2,6 fois plus élevé après 210 minutes d'UAEH, il était

3,7 fois plus élevé dans les conditions optimisées pour la liquéfaction après 360 minutes, ces

différences ont déjà été relevées pour les sucres hydrosolubles. Ces résultats confirment que

le procédé d'UAEH, même dans des conditions plus douces de température et de puissance,

permet la solubilisation des sucres de Grateloupia turuturu.

L'analyse des profils osidiques des fractions solubles (Tableau XXVIII) montre la non

détection du mannose, ose présent en faible quantité lors de l'optimisation de la liquéfaction.

Bien que trois oses soient détectés dans l'algue (le xylose, le glucose et le galactose), seul le

galactose  est  initialement  présent  dans  les  surnageants  (44,76  ±  5,48  mg.g-1  Alg.S),

représentant  ainsi  la  totalité  des  oses.  Après  210  minutes  d'UAEH,  les  surnageants

contiennent du galactose (108,00 ± 4,69 mg.g-1  Alg.S) mais aussi du xylose (2,43 ± 0,66
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mg.g-1 Alg.S) et du glucose (5,57 ± 3,24 mg.g-1 Alg.S). Néanmoins, le galactose reste de loin

l'ose majoritaire, soit 93,2 % des oses, suivi par le glucose (4,7 %) et le xylose (2,1 %).

Comme constaté pour l'optimisation de la liquéfaction, le procédé d'UAEH n'est pas

sélectif à l'égard de l'extraction des sucres de l'algue. En effet, même après 210 minutes de

procédé, les proportions de galactose et de glucose restent relativement proches de celles

de l'algue de départ. De plus, il semble qu'une température, une puissance et une durée plus

importantes  (conditions  optimales  de liquéfaction)  n'aient  que peu d'effets  sur  les  profils

osidiques  des  fractions  solubles,  puisque  seul  le  glucose  est  présent  en  plus  grande

proportion (19,6 %) aux dépens du galactose (Tableau XXIV).

V.2.3.3. Détermination des masses molaires moyennes

La  détermination  des  masses  molaires  (Mw)  par  HPSEC  a  été  effectuée  sur  les

fractions solubles initiales et après 210 minutes d'UAEH. Une seule analyse a été réalisée

pour chaque répétition d'expérimentation (n=3).

La  superposition  des  six  chromatogrammes  obtenus  en  sortie  du  détecteur

réfractométrique (Figure 61) met en avant un seul pic pour les fractions solubles initiales (T0)

et pour celles après 210 minutes d'UAEH (T210), ce qui signifie que les polysaccharides

présents dans chacune de ces fractions sont d'une taille relativement homogène.
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L'augmentation  des  temps  de  rétention  observée  après  210  minutes  d'UAEH

correspond à une diminution de taille des polysaccharides dans les fractions solubles, il y a

donc  eu  une  dépolymérisation.  Les  masses  molaires  moyennes  (Mw)  et  les  indices  de

polydispersité (Ip) correspondant aux chromatogrammes de la Figure 61 sont indiqués dans

le Tableau XXIX.

Tableau  XXIX: masses molaires moyennes (Mw) et indices de polydispersité (Ip) pour les fractions
solubles obtenues à T0 et T210 minutes, dans les conditions optimisées d'UAEH pour l'extraction de
la R-PE. Les valeurs correspondent aux moyennes ± écarts types, n=3

Mw (g.mol-1) Ip

UAEH T0 1 080 000 ±  51 215 1,79 ± 0,01

UAEH T210 493 000 ±  23 866 1,87 ± 0,03
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Dès le début des extractions (T0), des polysaccharides de hautes masses molaires

sont  extraits  (1,08.106 g.mol-1).  Le  même  constat  avait  été  fait  pour  l'optimisation  de  la

liquéfaction (1,12.106  g.mol-1) (Tableau XXV, p.192). Après 210 minutes d'UAEH, la masse

molaire des polysaccharides  est  2,2 fois  plus  petite  (4,93.105  g.mol-1)  par  rapport  au  T0

(Tableau  XXIX),  ce  qui  confirme  la  dépolymérisation  des  polysaccharides  extraits  par

l'UAEH. De plus,  les  Ip des fractions à T0 et  T210 minutes sont  similaires,  indiquant  la

présence de polysaccharides de taille homogène.

Par  ailleurs,  les  fractions  solubles  finales  obtenues  lors  de  l'optimisation  de  la

liquéfaction et pour l'optimisation de l'extraction de la R-PE, présentent des polysaccharides

de masses molaires similaires (4,32.105 g.mol-1 et 4,93.105 g.mol-1 respectivement), bien que

les durées, les puissances et les températures appliquées soient différentes.

Des éléments de réflexion peuvent  être proposés pour  expliquer  ces observations.

Ainsi, la dépolymérisation des polysaccharides de Grateloupia turuturu pourrait avoir lieu au

début  de  l'UAEH,  et  ensuite  les  ultrasons  n'auraient  plus  d'effet  sur  la  taille  des

polysaccharides. Ce phénomène a déjà été observé dans une étude, lors d'un suivi cinétique

de la  dépolymérisation  par  ultrasons d'un polysaccharide bactérien  (Mw > 1.106 g.mol-1)

(Petit  et  al.,  2007;  Petit,  2005).  Dans  cette  étude,  la  masse  molaire  moyenne  du

polysaccharide était divisée par un facteur 3,5 dans les quinze premières minutes, puis elle

continuait  ensuite  à  diminuer  mais  plus  légèrement.  La  durée  optimale  retenue  pour  la

dépolymérisation était alors d'environ deux heures.

Pour le procédé d'UAEH utilisé ici,  outre l'effet de la durée qui vient d'être évoqué,

d'autres variables diffèrent entre les deux optimisations : la puissance et la température, qui

peuvent elles aussi affecter potentiellement la taille des polysaccharides.

D'après la littérature, les réactions mettant en jeu des ultrasons sont le plus souvent

améliorées par l'abaissement de la température  (Pétrier  et al., 2008), ceci est notamment

vérifié pour les réactions de dépolymérisation (Lorimer et al., 1995). Ici, la comparaison est

difficile car  l'abaissement de la température (de 40 à 20 °C) s'accompagne également de la

diminution de la puissance des ultrasons (de 400 à 300 W). L'effet de la température et de la

puissance ultrasonore (Bain, 25 kHz) sur la dégradation d'un polymère en solution (dextrane)

a déjà été étudié (Lorimer et al., 1995). D'après cette étude, pour une température donnée,

le degré de dépolymérisation augmentait avec la puissance (de 20 à 60 W), tandis que pour

une puissance donnée, l'augmentation de la température (30 à 70 °C) diminuait le degré de

dépolymérisation.  Il  y aurait  donc un effet inverse de la température et de la puissance.

Selon cette étude,  dans leurs conditions,  il  faudrait  à  la  fois  augmenter  la  puissance et
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diminuer la température pour maximiser la dépolymérisation. Ici, dans le cas de l'optimisation

de l'UAEH pour la R-PE, il est possible que la diminution de la température (de 40 à 20 °C)

et de la puissance (de 400 à 300 W) se compensent, aboutissant à des masses molaires

similaires  à  celles  obtenues  après  six  heures  dans  les  conditions  optimales  pour  la

liquéfaction. Néanmoins, les ultrasons ne sont pas les seuls à entrer en jeu dans ce travail,

puisque  les  polysaccharidases  interviennent  également  dans  la  dépolymérisation  des

polysaccharides de l'algue, même si leur activité est diminuée par la température utilisée ici.

En revanche,  une autre étude a,  quant  à elle,  montré que la dépolymérisation par

sonication  d'un  polysaccharide  bactérien  n'est  pas  modifiée  par  l'abaissement  de  la

température  de  60  à  30  °C.  Ceci  s'expliquerait  par  la  différence  de  viscosité  du  milieu

réactionnel entre 30 et 60 °C, le polysaccharide étudié étant plus visqueux à 30 °C qu'à

60 °C,  l'augmentation  de  viscosité  pourrait  contrebalancer  l'éventuel  effet  positif  d'une

diminution de la température (Petit et al., 2007; Petit, 2005). Or, l'augmentation de viscosité

d'un milieu affecte le phénomène de cavitation, ce qui nécessite d'augmenter la puissance

ultrasonore (Pétrier et al., 2008). Dans les conditions optimales d'UAEH pour la liquéfaction

(40 °C),  la  présence probable de carraghénanes gélifiants  entre 30 et  45 °C  (Venegas-

Sanchez et al., 2013) pourrait provoquer une augmentation de la viscosité du milieu et ainsi

compenser l'effet d'une puissance plus élevée.

Enfin, concernant la taille des polysaccharides et l'extraction de la R-PE, comme cela a

été mentionné dans le chapitre IV, des études ont montré que les polysaccharides voyaient

leur activité antioxydante augmenter avec la diminution de leur masse molaire. Il  semble

donc que l'hypothèse n°3, formulée dans le Chapitre IV (IV.1.2.  ), soit en accord avec ces

résultats  puisque  l'extraction  de  polysaccharides  de  petite  taille  pourrait,  du  fait  de  leur

éventuelle activité antioxydante, contribuer à stabiliser la R-PE en solution (Figure 59).

En résumé,  le  couplage simultané des ultrasons et  des enzymes dépolymérise les

polysaccharides de  Grateloupia turuturu,  à la fois dans les conditions optimisées pour la

liquéfaction et dans celles pour l'extraction de la R-PE, cette dépolymérisation serait non

spécifique.

V.2.4. Les acides aminés

V.2.4.1. Distribution des acides aminés de l'algue

La détermination de la distribution des acides aminés de l'algue, entre surnageant et

culot, a été réalisée à partir des rendements d'extractions (RSaa et RCaa) calculés comme
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indiqué dans le Chapitre II (V.6.3, p.108). Les résultats présentés ici sont issus des analyses

effectuées au laboratoire Biorafhe.

La Figure 62 présente la répartition des acides aminés dans chaque fraction, au début

(T0) et à la fin de l'application du procédé (T210), dans les conditions d'UAEH optimisées

pour l'extraction de la R-PE.

Après 210 minutes, l'UAEH a solubilisé 43,72 ± 6,35 % des acides aminés de l'algue,

soit une augmentation  d'un facteur 1,5 par rapport au T0 (29,73  ± 1,09 %), ce qui est en

accord avec l'augmentation de la liquéfaction de l'algue. La comparaison de ces résultats

avec  ceux  de  la  solubilisation  de  l'azote  (Figure  60a)  montre  que  leur  évolution  est

relativement proche, puisque après 210 minutes d'UAEH la solubilisation de l'azote a été

multipliée par 1,7.

Dans les conditions optimisées pour la liquéfaction, la fraction soluble contient 1,7 fois

plus d'acides aminés à T360 (57,11 ± 1,85 %) qu'à T0 (32,85 ± 2,76 %) (Figure 56, p.194).

Il semble cohérent que les conditions optimales pour la liquéfaction permettent de solubiliser

plus d'acides aminés (x 1,7)  que celles pour l'extraction de la  R-PE (x 1,5).  De plus,  la
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Figure 62 : répartition (%) des acides aminés de l'algue entre culot
et  surnageant  à  T0  et  T210  minutes  dans  les  conditions
optimisées  pour  l'extraction  de  la  R-PE.  Les  valeurs
correspondent  aux  moyennes  ± écarts  types,  n=3.  Les  étoiles
indiquent une différence significative par rapport au T0 : ** pour
p < 0,01 et * pour p < 0,05. Analyses effectuées par le laboratoire
Biorafhe
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température de 40 °C est plus proche de la température optimale des polysaccharidases,

ces  enzymes  vont  favoriser  la  dégradation  des  polysaccharides  matriciels  et  de  ce  fait

améliorer le passage en solution des protéines et acides aminés.

V.2.4.2. Profils en acides aminés

Afin  de  mieux  caractériser  qualitativement  les  fractions  solubles  et  insolubles,  les

profils  en  acides  aminés  de  chacune  de  ces  fractions  ont  été  réalisés.  La  Figure  63a

correspond aux culots et surnageants à T0 et la Figure 63b après 210 minutes d'UAEH. Les

résultats sont exprimés en pourcentage relatif par rapport à l'ensemble des AAdétectés.
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Figure  63 :  profil  en  acides  aminés  de  Grateloupia  turuturu et  des  fractions  (culot  C  et
surnageant S) à T0 (a) et à T210 minutes (b), dans les conditions optimisées pour l'extraction
de la R-PE. Les résultats sont exprimés en pourcentage relatif de chaque AA par rapport aux
AA détectés.  Les  valeurs  correspondent  aux  moyennes  ± écarts  types,  n=3  (sauf  pour
Grateloupia turuturu, n=1). Analyses effectuées par le laboratoire Biorafhe
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Initialement,  les  profils  en  acides  aminés  des  culots  et  surnageants  présentent

globalement les mêmes tendances, ceux-ci sont également similaires au profil des acides

aminés de l'algue (Figure  63a).  Les  deux acides  aminés majoritaires  dans les  culots  et

surnageants sont,  là  encore,  l'acide aspartique (Asp)  et  l'acide glutamique (Glu).  L'acide

glutamique est cependant retrouvé en plus grande proportion dans le surnageant (17,57 ±

1,09 %) que dans le culot (13,46 ± 0,82 %). La leucine (Leu) est le troisième acide aminé le

plus  représenté  dans  l'algue,  et  s'avère  être  en  plus  grande  proportion  dans  les  culots

(9,21 ± 0,25 %) que dans les surnageants (6,41  ± 0,27 %).  Il  en est  de même pour  la

phénylalanine (Phe), avec respectivement 5,55 ± 0,14 % dans les culots et 3,25 ± 0,14 %

dans les surnageants.  La sérine (Ser)  est,  comme l'acide glutamique,  retrouvée en plus

grande proportion dans les surnageants (8,47  ± 0,22 %) que dans les fractions insolubles

(6,58  ± 0,06 %). Pour les autres acides aminés, les profils des culots et des surnageants

sont  similaires  et  sont  proches du profil  en  acides  aminés de  Grateloupia  turuturu.  Ces

acides aminés semblent donc se répartir sans distinction entre les deux fractions.

Après 210 minutes d'UAEH (Figure 63b), les tendances observées sont globalement

les mêmes qu'à T0, ce qui signifie que le procédé ne favorise pas la solubilisation sélective

des  acides  aminés.  Ainsi, la  leucine  et  la  phénylalanine  sont  encore  majoritairement

retrouvées dans les culots (9,64  ± 0,10 % et  5,98  ± 0,07 % respectivement)  tandis que

l'acide glutamique et la sérine sont toujours présents en plus grandes proportions dans les

surnageants (respectivement 16,35 ± 0,42 % et 8,43 ± 0,47 %). Ces résultats suggèrent que

le procédé d'UAEH appliqué ici ne change pas la répartition des acides aminés entre culot et

surnageant.

Ces  observations,  ainsi  que  la  non  sélectivité  de  l'UAEH pour  la  solubilisation  de

certains acides aminés, avaient déjà été mentionnées pour  l'optimisation de la liquéfaction

(Figure 57, p.196). Ces deux optimisations, malgré des paramètres différents (puissance,

température,  débit  et  durée)  aboutissent  à  des  profils  en  acides  aminés  relativement

similaires. Cependant, sur un plan quantitatif, les acides aminés de Grateloupia turuturu sont

davantage solubilisés dans les conditions optimisées pour la liquéfaction avec 57,11 ± 1,85

% d'acides aminés en solution, que dans les conditions optimisées pour la R-PE avec 43,72

± 6,35 %.

Sur un plan qualitatif, il est intéressant de déterminer les valeurs prises par le ratio des

acides  aminés  essentiels  (AAE)  sur  l'ensemble  des  acides  aminés  détectés  (AAdétectés)

(AAE/AAdétectés). Le Tableau XXX présente les ratios obtenus pour les culots et surnageants à

T0 et après 210 minutes.
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Tableau  XXX :  ratios AAE/AA détectés (%) pour les culots et  surnageants obtenus à T0 et  T210
minutes dans les conditions optimisées pour l'extraction de la R-PE. Les valeurs correspondent aux
moyennes  ±  écarts  types,  n=3.  Les  lettres  différentes  indiquent  une  différence  significative  avec
p < 0,05. Analyses effectuées par le laboratoire Biorafhe

UAEH T0 min UAEH T210 min

Surnageants Culots Surnageants Culots

AAE/AAdétectés  (%) 36,66 ± 0,57 a 43,30 ± 0,68 b 36,78 ± 0,74 a 44,35 ± 0,47 b

Comme observé précédemment pour l'optimisation de la liquéfaction (Tableau XXVI,

p.198),  les  culots  ont  un  ratio  AAE/AAdétectés significativement  plus  élevé  par  rapport  aux

surnageants, que ce soit à T0 ou après 210 minutes d'UAEH (Tableau XXX). En revanche,

contrairement à l'optimisation de la liquéfaction,  il  n'y a pas ici  de différence significative

entre  les  ratios  des  culots  obtenus  à  T0  et  après  210  minutes,  cette  observation  vaut

également pour les surnageants.

V.2.5. Synthèse     : composition biochimique de la fraction soluble finale (210 

minutes)

Les  résultats  de  l'optimisation  de  l'extraction  de  la  R-PE  ont  montré  que  les

rendements d'extraction obtenus à 120, 180 et 240 minutes coïncidaient avec les prédictions

du modèle. Les analyses biochimiques ont démontré que l'extraction de la R-PE était bien

associée à la solubilisation de différents composés de l'algue, sans spécificité vis-à-vis de

certains  oses ou  acides  aminés.  Les  conditions  optimisées ici  permettent  de  maximiser

l'extraction de la R-PE, tout en permettant  une dépolymérisation des polysaccharides de

l'algue, telle que celle observée lors de l'optimisation de la liquéfaction.

La  composition  biochimique  partielle  des  fractions  solubles  obtenues  après  210

minutes d'UAEH, dans les conditions optimales d'extraction de la R-PE, est dressée dans le

Tableau XXXI.
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Tableau  XXXI : composition biochimique partielle des fractions solubles après 210 minutes d'UAEH
dans les conditions optimisées pour l'extraction de la R-PE. Les valeurs correspondent aux moyennes
± écarts types, n=3

Fraction

soluble

T210 minutes

Matière sèche (% MF) 2,48 ± 0,01

Matière sèche estimée * (% MF) 2,65 ± 0,02

Cendres (% MS estimée) 30,54 ± 0,17

Sucres hydrosolubles (% MS estimée) 33,50 ± 2,70

Résidus glycosidiques (% MS estimée) 

(oses libres) 
29,01 ± 0,58

Carbone (% MS estimée) 28,64 ± 0,08

Azote (% MS estimée) 3,31 ± 0,01

Acides aminés (% MS estimée) 9,56 ± 1,24

R-PE (% MS estimée) 0,55 ± 0,01

* par lyophilisation

Ici,  les fractions solubles obtenues après 210 minutes d'UAEH ont une teneur plus

faible en matière sèche (2,65  ±  0,02 %) que celles obtenues après 360 minutes d'UAEH

dans les conditions optimisées de liquéfaction (3,11  ± 0,10 %). Cela signifie qu'une plus

faible  proportion  des  composés  de  l'algue  est  passée  en  solution  dans  le  cas  de

l'optimisation de l'extraction de la R-PE, ce qui est cohérent avec les taux de liquéfaction

obtenus après 210 minutes pour chacune des deux réponses optimisées (87,58 ± 1,40 % et

65,34 ± 1,46 %).

Les fractions solubles se composent principalement de sucres (de 29 à 34 % MS estimée)

et de 31 % MS estimée de cendres ou matières minérales. Les acides aminés représentent un

peu moins de 10 % MS estimée, tandis que l'azote est retrouvé à hauteur de 3,31 ± 0,01 % MS

estimée. En appliquant le facteur N-Prot de 3,47 déterminé dans le Chapitre III pour l'algue de

2014 (Laboratoire Biorafhe)  (Chapitre III,  II.3.,  p.131),  le  pourcentage de protéines totales

dans la fraction soluble est de 11,49 ± 0,03 % MS estimée, ce qui est proche des 9,56 ± 1,24 %

d'acides aminés dosés. Pour le facteur N-Prot de 5,16, le pourcentage de protéines passe

alors à 17,10 ± 0,05 % MS estimée, soit plus de 7 % par rapport aux acides aminés. Par rapport

aux conditions optimales de liquéfaction (Chapitre V, IV.2.4, p.198),  les fractions solubles
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semblent ici un peu plus concentrées en matières minérales, azote et acides aminés, mais

l'inverse est constaté pour les sucres (sucres hydrosolubles : 42,73  ± 1,03 % MS  estimée  et

oses libres : 36,56 ± 4,72 % MS estimée).

La somme de la  matière  minérale,  des  sucres  et  des  protéines  totales  (N x  5,16)

représente ainsi  77 à 82 % de la fraction soluble (MS  estimée),  sachant que les lipides ne

figurent pas dans cette composition.

Enfin, après 210 minutes d'UAEH, la R-PE constitue 0,55 ± 0,01 % de la matière sèche

de la fraction soluble (MS estimée). L'extrait conventionnel sec (eau du réseau pH 5,5) présente

quant à lui une teneur plus élevée en R-PE (0,66 ± 0,07 %  MS estimée), ce qui est cohérent

puisque, par rapport à l'UAEH, l'extraction conventionnelle co-extrait moins de molécules.

VI. Conclusion

Dans  ce  chapitre,  la  connaissance  plus  approfondie  de la  composition  du  cocktail

enzymatique  a  confirmé  la  teneur  importante  en  sucres  des  complexes  enzymatiques

utilisés.  Elle  a  également  permis  d'augmenter  la  précision  des  résultats  en  prenant  en

considération les apports liés aux enzymes.

Les résultats obtenus à l'issue des 19 essais du plan central composite ont conduit à la

réalisation  d'une optimisation pour chaque réponse étudiée :  la  liquéfaction de l'algue et

l'extraction de la R-PE. Ainsi, l'augmentation de la température affecte négativement la RPE

tandis  que l'augmentation de la  température,  de la  puissance et  de la  durée favorise la

liquéfaction de Grateloupia turuturu.  Les valeurs prédites par le modèle pour la liquéfaction

de  l'algue  et  pour  l'extraction  de  la  R-PE  ont  été  vérifiées  et  confirmées  par  les

expérimentations.

La  liquéfaction  de  Grateloupia  turuturu par  UAEH  dans  les  conditions

optimisées, 40 °C, 400 W, 65 L.h-1 et 360 minutes,  a permis d'augmenter le passage en

solution  des  composés  de  83  %  (meilleur  résultat  des  19  essais)  à 88  %.  L'analyse

biochimique des fractions a montré que le carbone et l'azote de l'algue sont principalement

retrouvés dans la fraction soluble (> 70 %), il en est de même pour les acides aminés (57 %).

Par rapport au surnageant initial, l'extraction des sucres est considérablement augmentée

(x 3,5 à 4), elle s'accompagne d'une diminution de taille des polysaccharides qui ont alors

des masses molaires 2,5 fois plus petites.
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L'extraction de la R-PE dans les conditions optimisées d'UAEH, 20 °C, 300 W, 145

L.h-1 et 210 minutes, a permis d'atteindre un RR-PE de 4,2 mg.g-1  Alg.S après 210 minutes.

Dès 90 minutes, le RR-PE se situe autour de 4 mg.g-1 Alg.S, puis il n'évolue plus jusqu'à la fin

de l'extraction. Il semble donc que, dans les conditions utilisées ici, la R-PE soit relativement

stable aux ultrasons. En revanche, comme attendu, l'extraction des composés hydrosolubles

est inférieure à celle obtenue dans les conditions optimisées pour la liquéfaction. Cependant,

le carbone (> 48 %) et l'azote (> 55 %) sont bien solubilisés, ainsi que les sucres dont le

rendement d'extraction est multiplié par 2,6-3,2 par rapport au T0. Ces conditions optimales

pour  la  R-PE  ont  également  permis  une  dépolymérisation,  aboutissant  à  des

polysaccharides de masses molaires 2,2 fois plus petites.

Quelles que soient les conditions expérimentales,  le procédé d'UAEH semble non

sélectif vis-à-vis  de  l'extraction  des  sucres  et  des  acides  aminés.  En  effet,  pour  la

liquéfaction et l'extraction de la R-PE, les profils osidiques et les degrés de dépolymérisation

des sucres extraits sont similaires, il en est de même pour les profils en acides aminés.

Enfin, par rapport à l'extraction conventionnelle,  l'optimisation de l'UAEH a permis

de multiplier par 3,3 l'extraction des composés hydrosolubles de Grateloupia turuturu.

L'optimisation pour l'extraction de la R-PE a quant à elle permis de multiplier par 2,6 le

RR-PE, tout en maintenant la co-extraction d'autres molécules.
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L'objectif  principal de ce travail  de thèse était de sélectionner, parmi trois procédés

originaux (EAE, UAE et UAEH), celui permettant de maximiser la liquéfaction de Grateloupia

turuturu dans le but d'extraire un maximum de composés. Parmi ceux-ci, la R-phycoérythrine

a fait l'objet d'une attention particulière.

Dans le premier chapitre de résultats, la caractérisation de la biomasse a montré que

les  algues  collectées  en  2013  et  2014  présentaient  des  compositions  biochimiques

relativement  proches.  À notre  connaissance,  le  profil  en  acides  aminés  de  Grateloupia

turuturu n'avait jamais été établi jusqu'à présent. Grâce à cette étude, la présence des 20

acides aminés protéinogènes a été mise en évidence avec une prédominance des acides

aspartique et glutamique. De plus, bien qu'elle ne soit pas encore autorisée en Europe en

alimentation  humaine,  Grateloupia  turuturu présente  un  intérêt  nutritionnel  avec  un  ratio

AAE/AAdétectés intéressant, de l'ordre de 40 %. Pour la première fois, un facteur de conversion

azote-protéines (N-Prot=5,16) spécifique à Grateloupia turuturu a été établi, celui-ci pourrait

remplacer, à l'avenir, le facteur 6,25 habituellement employé et qui surestime les protéines

totales  de l'algue.  La comparaison des trois  procédés d'extraction  étudiés  a  montré  que

l'extraction  assistée  par  ultrasons  et  par  hydrolyse  enzymatique  (UAEH)  était  la  plus

performante. En effet, après six heures, ce procédé a permis de solubiliser près de 91 % des

composés de l'algue,  soit  1,7 fois plus que le témoin.  Ce niveau élevé de liquéfaction a

également été associé à de meilleurs rendements d'extraction des sucres hydrosolubles, de

l'azote  et  du  carbone  de  Grateloupia  turuturu. De  plus,  d'après  ces  premiers  résultats,

l'UAEH pourrait  être menée sur seulement quatre heures, d'où un gain de temps et une

réduction des coûts. Il semble également y avoir un effet synergique entre les ultrasons et

les  enzymes,  comme  cela  a  déjà  été  décrit  précédemment  pour  d'autres  biomasses

végétales.  Les  deux autres  procédés  étudiés,  l'UAE et  l'EAE,  ont  également  permis  de

solubiliser des composés de l'algue, mais à des niveaux moindres que l'UAEH (71 et 74 %

respectivement). Cependant, par rapport à l'EAE, l'UAE présenterait tout de même le double

avantage de solubiliser plus de sucres et d'abaisser la viscosité des extraits. À l'issue de ce

premier chapitre, l'UAE et l'UAEH ont été sélectionnées. Cette première étude a démontré et

confirmé  l'intérêt  de  l'UAEH,  procédé  innovant  couplant  simultanément  ultrasons  et

enzymes, pour la liquéfaction de la macroalgue rouge Grateloupia turuturu.

L'UAE et l'UAEH ont ensuite fait l'objet d'une étude plus poussée portant sur l'influence

de la température et sur l'efficacité de ces deux procédés dans l'extraction d'une molécule

cible : la R-phycoérythrine. En accord avec de précédents travaux, les premiers résultats
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obtenus via la méthode d'extraction conventionnelle ont confirmé la variabilité de la teneur en

R-PE de Grateloupia turuturu entre les printemps 2013 et 2014. La sensibilité de ce pigment

à l'augmentation de la température a également été observée, celle-ci avait déjà été décrite

dans  de  précédentes  études  mais  pour  des  durées  d'exposition  ne  dépassant  pas  une

heure. Ici, il a été démontré que la sensibilité de la R-PE à la température est d'autant plus

marquée que l'exposition est prolongée. Ainsi, il semblerait qu'une température de 4 à 25 °C,

voire 30 °C (selon la durée de traitement), soit préférable pour des extractions de plusieurs

heures.  Concernant l'influence de la température sur l'UAE et  l'UAEH, quelle que soit  la

température (22 ou 40 °C), ces deux procédés ont permis d'extraire, en moins d'une heure,

deux fois  plus  de composés  hydrosolubles  que la  méthode  d'extraction  conventionnelle.

À ces températures, l'UAEH est ressortie comme étant le procédé le plus performant pour la

liquéfaction de  Grateloupia turuturu, avec un taux de matière liquéfiée plus élevé à 40 °C

(près de 91 %) qu'à 22 °C (près de 84 %). C'est aussi à 40 °C que les fractions solubles

obtenues sont les plus riches en sucres hydrosolubles et composés carbonés. Concernant

l'extraction de la R-phycoérythrine, il  a été démontré que les deux procédés doivent être

appliqués à 22 °C sur une durée inférieure à deux heures pour préserver le pigment. À cette

température, les rendements d'extraction de la R-PE se sont avérés similaires entre l'UAEH

et l'UAE, l'UAEH étant toutefois le procédé le plus performant pour la liquéfaction de l'algue.

De plus, l'UAEH à 22 °C a permis d'extraire, en une à deux heures, 1,4 fois plus de R-PE

que l'extraction conventionnelle à l'eau du réseau. Forts de ces résultats, l'UAEH a donc été

sélectionnée, avec un procédé court à 22 °C pour l'extraction de la R-PE, et un procédé plus

long à une température supérieure (40 °C) pour la liquéfaction de Grateloupia turuturu.

L'étude  de  l'influence de  différents  paramètres  sur  l'UAEH a fait  l'objet  du  dernier

chapitre de cette thèse, avec pour objectif de déterminer les meilleures conditions pour la

liquéfaction  de  Grateloupia  turuturu et  l'extraction  de  la  R-PE.  La  réalisation  d'un  plan

d'expériences a confirmé les résultats du précédent chapitre, c'est à dire que l'augmentation

de la température a un impact positif sur la liquéfaction tandis qu'elle affecte négativement le

rendement d'extraction de la R-PE. Il  a également été observé que l'augmentation de la

puissance  est  favorable  à  la  liquéfaction tandis  que  ce  facteur  n'a  pas  d'influence  sur

l'extraction de la R-PE. Le débit s'est quant à lui montré non influent pour les deux réponses

étudiées. Deux optimisations distinctes de ce procédé ont donc été entreprises. Dans les

conditions optimisées pour la liquéfaction (40 °C, 400 W, 65 L.h-1, 360 min), l'UAEH a permis

de solubiliser 88 % des composés de l'algue. La caractérisation des fractions solubles et

insolubles obtenues a montré que plus de 70 % du carbone et de l'azote de l'algue ont été

solubilisés. Dans  les  conditions  optimisées  pour  l'extraction  de  la  R-PE  (20 °C,  300  W,
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145 L.h-1,  210 min),  un rendement d'extraction de 4,2 mg.g-1  Alg.S a été atteint grâce au

couplage.  Cette étude a également  permis de démontrer  que la  R-PE n'est  pas ou peu

sensible aux ultrasons dans les conditions de sonication appliquées ici.  De plus,  comme

attendu, l'extraction des composés hydrosolubles de l'algue s'est avérée nettement inférieure

à  celle  obtenue  dans  les  conditions  optimisées  pour  la  liquéfaction  (65 %  vs 88  %).

Néanmoins, le rendement d'extraction des sucres a tout de même été multiplié par un facteur

3 par  rapport  au  surnageant  initial.  La  comparaison des résultats  obtenus,  avec l'UAEH

optimisée  et  avec  la  méthode  conventionnelle  d'extraction,  a  permis  de  confirmer  les

performances de ce procédé. Ainsi, par rapport à la méthode conventionnelle, l'optimisation

de l'UAEH pour la liquéfaction a multiplié par 3,3 l'extraction des composés de Grateloupia

turuturu. La deuxième optimisation de l'UAEH, consacrée à la R-PE, a permis de multiplier

par 2,6 le rendement d'extraction du pigment, tout en maintenant à un moindre niveau la

co-extraction d'autres molécules.  Enfin,  les analyses biochimiques plus approfondies des

fractions solubles obtenues après optimisation de l'UAEH ont  montré que,  pour les deux

réponses optimisées, ce procédé semble non sélectif vis-à-vis de l'extraction des sucres et

des acides aminés. En effet, pour la liquéfaction de l'algue et l'extraction de la R-PE, les

profils osidiques et les degrés de dépolymérisation des sucres extraits sont proches, il en est

de même pour les profils en acides aminés.

De  nombreuses  perspectives  sont  ouvertes  suite  à  ce  travail  de  thèse.  Elles

concernent  bien  sûr  le  procédé  de  couplage  ultrasons-enzymes,  mais  aussi  la

caractérisation et  la recherche de potentielles activités biologiques des fractions solubles

générées.

Tout d'abord, concernant le couplage et les conditions d'extraction, les perspectives

sont considérables. Ainsi, dans un premier temps, il serait intéressant de favoriser l'extraction

de la  R-PE (20 °C,  300 W, 145 L.h-1)  pour  soutirer  un premier  extrait  riche en pigment.

Ensuite,  le  mélange réactionnel  restant  serait  placé dans les  conditions  optimales  de la

liquéfaction (40 °C, 400 W, 65 L.h-1) jusqu'à la fin du procédé, afin d'obtenir un second extrait

enrichi en différents composés. Ce procédé en deux temps pourrait permettre de valoriser à

la fois la R-PE, mais aussi d'autres composés nécessitant une liquéfaction plus poussée.

L'influence du ratio eau/algue serait également intéressante à évaluer car des études ont

montré qu'il jouait sur l'efficacité de la sonication (Kurd et Samavati, 2015; Liao et al., 2015).

Il ne faut cependant pas oublier que ce ratio  impacte également la capacité à pomper le

mélange  réactionnel  pour  assurer  une  bonne  circulation  dans  le  système.  L'intérêt  du

couplage ultrasons-enzymes ayant été démontré, il faudrait envisager d'étudier l'influence de
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la fréquence ultrasonore (Subhedar et Gogate, 2013), l'effet du ratio enzyme/substrat  (Liao

et al., 2015) ainsi que l'effet du pH (Chen et al., 2012) sur le procédé.

Par ailleurs, l'utilisation d'enzymes nécessite ensuite leur inactivation, celle-ci se fait

essentiellement par dénaturation thermique entre 90 et 100 °C. Dans ce travail  de thèse

elles n'ont pas été inactivées en raison de la présence de la R-PE qui aurait été dégradée à

de  telles  températures.  D'autres  solutions,  telles  que  l'ultrafiltration,  pourraient  être

envisagées pour éliminer les enzymes. En effet, une étude a déjà montré qu'il était possible

de pré-purifier la R-PE extraite de Grateloupia turuturu de façon conventionnelle, en utilisant

une membrane d'ultrafiltration avec un seuil de coupure de 30 kDa (Denis  et al.,  2009c).

Ainsi, les enzymes étant de tailles inférieures à celle de la R-PE, l'utilisation de membranes

avec des seuils de coupure adaptés pourrait éventuellement permettre de séparer la R-PE

des enzymes.  Une autre  alternative  possible  serait  l'inactivation  des enzymes  via le  pH

(Sine, 2010), tout en prenant en considération la gamme de pH dans laquelle la R-PE est

stable.

Une  caractérisation  biochimique  plus  poussée  des  fractions  générées au cours  du

temps serait à envisager. En effet, en dehors de la R-PE, les analyses biochimiques n'ont

malheureusement pas pu être réalisées sur l'ensemble des cinétiques effectuées, cela aurait

permis de voir l'évolution de la composition des fractions obtenues. Ainsi, dans les conditions

optimisées pour la R-PE, il serait intéressant d'effectuer l'ensemble des analyses à partir de

90 minutes pour évaluer si les compositions biochimiques des fractions diffèrent de celles

décrites après 210 minutes. Dans le cas où peu de différences seraient constatées entre 90

et 210 minutes, il y aurait tout intérêt sur un plan pratique et économique, à conduire l'UAEH

sur seulement 90 minutes. Concernant les masses molaires des polysaccharides, un suivi de

la dépolymérisation au cours du temps serait intéressant, car il permettrait de savoir si la

taille des polyssacharides atteint un plateau. Ce suivi pourrait peut-être permettre d'expliquer

pourquoi les polysaccharides présentaient des masses molaires proches après 360 minutes

d'UAEH pour l'optimisation de la liquéfaction et après 210 minutes d'UAEH pour l'extraction

de la R-PE. Enfin, la R-phycoérythrine s'est montrée relativement stable aux ultrasons, mais

cette stabilité n'a été évaluée que sur la base des spectres d'absorbance. Il faudrait donc

approfondir  les  analyses,  en  vérifiant  par  exemple  que  la  R-PE  possède  toujours  ses

propriétés  de  fluorescence  et  en  s'assurant,  par  des  techniques  d'électrophorèse  et  de

chromatographie, de l'intégrité de la molécule (Munier, 2013). Il serait  intéressant dans un

deuxième temps d'envisager  une  purification  partielle  de la  R-PE des fractions  solubles

générées  (Denis  et al.,  2009c; Galland-Irmouli  et al.,  2000; Munier  et al.,  2015), puis de

réaliser  une  caractérisation  fine  de  ce  pigment,  notamment  de  ses  sous-unités,  afin
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d'approfondir les connaissances fondamentales sur cette molécule. Cette thématique a déjà

fait  l'objet  d'études  préliminaires, qui  pourraient  être  poursuivies  grâce  à  l'expertise  du

laboratoire MMS, entre autre, et à des collaborations avec d'autres laboratoires (LUBEM,

LIENSs) (Dumay et al., 2014a).

La recherche d'activités biologiques (antioxydantes, antibactériennes et antivirales par

exemple)  pourrait  mettre  en  évidence  de  nouvelles  molécules  à  valeur  ajoutée,  ce  qui

contribuerait  à  rentabiliser  le  procédé.  En  effet,  comme  mentionné  dans  l'état  de  l'art

(Chapitre I,  Tableau V, p.45), le genre Grateloupia possède plusieurs molécules bioactives.

Or, le procédé d'UAEH permet de solubiliser près de 91 % des composés de  Grateloupia

turuturu,  les  fractions  générées  contiennent  donc  probablement  des  composés  bioactifs.

De plus, l'UAEH a déjà permis de potentialiser différentes activités biologiques, notamment

les activités antioxydantes en diminuant la taille des polysaccharides (Chaouch et al., 2015;

Liao et al., 2015). L'évaluation de l'activité antioxydante des fractions solubles permettrait de

savoir si des composés, tels que les polysaccharides, peuvent jouer un rôle dans la stabilité

de la R-PE, comme cela a été supposé. Il  serait  également intéressant de rechercher la

présence d'autres molécules, telles que les mycosporine-like amino acids (MAAs), qui ont

déjà été identifiées dans le genre Grateloupia et chez Grateloupia turuturu (Figueroa et al.,

2007;  Munier,  2013).  L'utilisation  d'ultrasons  a  précédemment  été  mentionnée  pour

l'extraction de MAAs de microalgues et de macroalgues  (Carreto  et al., 2004; Yuan  et al.,

2009). Ces MAAs peuvent être valorisées en tant que filtre UV naturel pour la cosmétologie

(Bedoux et al., 2014; Schmid et al., 2004). Cependant, les conditions optimales d'hydrolyse

mais  aussi  de  sonication  peuvent  varier  d'un  composé  bioactif  à  l'autre  (Kadam  et  al.,

2015b). Ainsi, les paramètres de l'UAEH devront être adaptés en fonction de la nature et de

la  stabilité  des  molécules  recherchées  (Delgado-Povedano  et  Luque  de  Castro,  2015;

Subhedar et Gogate, 2013).

Enfin, sur un plan économique, il faut également se demander dans quelle mesure le

procédé d'UAEH peut être rentable en fonction de la valeur ajoutée des molécules extraites.

En  effet,  le  coût  engendré  par  l'ajout  d'enzymes  peut,  dans  certains  cas,  ne  pas  être

compensé par l'augmentation du rendement d'extraction du composé ciblé  (Deenu  et al.,

2013), dans ce cas les ultrasons seuls seront à privilégier. Or, le coût lié aux ultrasons, dans

un procédé faisant intervenir cette technologie, est principalement impacté par la durée de

traitement (Shirsath et al., 2012). Les analyses complémentaires proposées précédemment

prennent  donc  tout  leur  sens,  puisque  leurs  résultats  pourraient  peut-être  permettre  de

raccourcir la durée d'extraction.
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___A

Anti-biofouling (p.44) : revêtement, peinture, traitement de surface ou dispositif utilisé sur

un  navire  pour  contrôler  ou  empêcher  le  dépôt  d'organismes  indésirables  (bactéries,

champignons, microalgues), ou anti-biosalissures

___B

Benthique (p.15) : ensemble des êtres, fixes ou mobiles, pouvant vivre et se développer sur

les substrats durs ou meubles des fonds des mers et des nappes d'eau douce

___C

Chloroplaste (p.23)  :  organite cellulaire  spécifique aux végétaux,  il  est  impliqué dans la

photosynthèse

Crampon (p.36) : organe de fixation présent chez certaines macroalgues

___E

Épiphyte (p.46) : organisme animal ou végétal fixé, vivant sur une algue ou sur une plante 

Espèces cryptiques (p.36) : espèces non distinguables d'un point de vue morphologique

Eucaryotes (p.7) : regroupent tous les organismes, unicellulaires ou pluricellulaires, dont les

cellules se caractérisent par la présence d'un noyau et de mithochondries

___F

Fucoïdanes (p.69) : polysaccharides sulfatés des macroalgues brunes

___I

Isoflavones  (p.49) :  molécules  présentes  chez  toutes les  plantes,  elles  constituent  une

sous-famille des flavonoïdes qui est très étudiée pour leurs propriétés pseudo-œstogéniques

(phytohormones)

___M

MAAs (p.44) : mycosporine like amino acids, petites molécules (Mw < 400 g.mol-1) présentes

chez divers organismes, elles ont un rôle de protection contre les UV et un rôle d'antioxydant

___P

Pigments accessoires (p.24) :  pigments qui ne sont pas capables de convertir  l'énergie

lumineuse en énergie chimique
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Phlorotannins (p.69) : composés phénoliques des macroalgues brunes

Phycocolloïdes (p.10) :  macromolécules  hydrosolubles extraites des algues,  en solution

aqueuse  elles  modifient  les  propriétés  rhéologiques  du  produit  dans  lequel  elles  sont

ajoutées (épaississant, gélifiant, stabilisant, etc.)

Protoplaste (p.56) : cellule végétale ou bactérienne dont la paroi a disparu, le protoplaste

est  alors  limité  par  sa  seule  membrane  plasmique.  Ils  sont  obtenus  principalement  par

digestion enzymatique

___R

ROS (p.33) : les espèces réactives de l'oxygène (Reactive Oxygen Species, ROS) sont des

espèces radicalaires telles que des radicaux peroxydes (ROO•), anion superoxyde (O2
•-) et le

radical hydroxyle (HO•)

___S

Saccharification (p.62) : transformation de polysaccharides tels que la cellulose ou l'amidon

en sucres plus simples comme le glucose

Stipe (p.36) : partie du thalle située entre le crampon et la lame

Symbiose (p.58) : association spécifique entre deux organismes ne pouvant vivre l'un sans

l'autre, chacun d'eux tirant un bénéfice de cette association

___T

Thalle (p.15)  :  tissu  végétal  composé  de cellules  non  différenciées,  dépourvu  d'appareil

vasculaire où l'on ne reconnaît ni feuilles, ni tiges, ni racines. Il constitue l'appareil végétatif

des thallophytes 

Thylakoïdes (p.23) : système de  membranes présent dans les chloroplastes et au niveau

duquel  sont  présents  les  pigments  impliqués  dans  la  photosynthèse  (directement  ou

indirectement)
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Annexe 1

Soft liquefaction of the red seaweed Grateloupia turuturu Yamada by

ultrasound-assisted enzymatic hydrolysis process

Journal of Applied Phycology

Le  Guillard,  C.,  Bergé,  J.-P.,  Donnay-Moreno,  C.,  Bruzac,  S.,  Ragon,  J.-Y.,  Baron,  R.,

Fleurence, J., Dumay, J., 2016. Soft liquefaction of the red seaweed  Grateloupia turuturu

Yamada by ultrasound-assisted enzymatic hydrolysis process. Journal of Applied Phycology

doi: 10.1007/s10811-015-0788-x
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Annexe 2

Ultrasound-Assisted extraction of R-phycoerythrin from Grateloupia

turuturu with and without enzyme addition

Algal Research

Le Guillard,  C.,  Dumay,  J.,  Donnay-Moreno,  C.,  Bruzac,  S.,  Ragon,  J.-Y.,  Fleurence,  J.,

Bergé,  J.-P.,  2015.  Ultrasound-assisted  extraction  of  R-phycoerythrin  from  Grateloupia

turuturu with  and  without  enzyme  addition.  Algal  Research 12 :  522–528.

doi: 10.1016/j.algal.2015.11.002
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Annexe 3

Phycoerythrins: Valuable Proteinic Pigments in Red Seaweeds

Advances in Botanical Research, Volume 71

Référence : 

Dumay, J., Morançais, M., Munier, M., Le Guillard, C., Fleurence, J., 2014. Chapter Eleven -

Phycoerythrins: Valuable Proteinic Pigments in Red Seaweeds. In Nathalie Bourgougnon éd.

Advances in Botanical Research, Sea Plants. p. 321–343. Academic Press.
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Cécile LE GUILLARD    Application de l’hydrolyse enzymatique assistée par ultrasons à la macroalgue rouge Grateloupia turuturu : Étude de la liquéfaction de la biomasse et de l’extraction de la 
R-phycoérythrine  

 L’Université Bretagne Loire 

Application of ultrasound-assisted enzymatic hydrolysis on the red seaweed Grateloupia turuturu: Study of the biomass liquefaction and the R-phycoerythrin 
extraction  Résumé 

Les macroalgues rouges possèdent un large panel de molécules 
d’intérêt pour différents domaines d’applications. Cette étude porte
sur une espèce non-indigène des côtes françaises, Grateloupia 
turuturu, en vue d’intensifier sa liquéfaction pour l’extraction de ses 
composés et en particulier celle d’un pigment d’intérêt, la 
R-phycoérythrine (R-PE). Trois procédés d’extraction ont été 
étudiés : l’extraction assistée par hydrolyse enzymatique (EAE), par 
ultrasons (UAE) et par ultrasons et hydrolyse enzymatique (UAEH). 
Pour ce faire, quatre complexes enzymatiques de polysaccharidases 
industrielles et un générateur d'ultrasons tubulaire ont été utilisés. 
Dans un premier temps, l’efficacité de ces trois procédés, à 40 °C, a 
été évaluée par la liquéfaction de l’algue. Cette étude a montré que 
le couplage (UAEH) permet la liquéfaction la plus importante de 
l’algue, avec plus de 90 % de matière solubilisée. Il a ensuite été 
décidé de poursuivre cette étude avec l’UAE et l’UAEH. La 
comparaison de ces deux procédés, à 22 et 40 °C, a montré que 
l’UAEH était le procédé le plus efficace pour l’extraction de la R-PE 
et la liquéfaction de l’algue. Il a également été démontré que l’UAEH 
à 22 °C était préférable pour la R-PE tandis qu’une température de 
40 °C favorisait la liquéfaction de G. turuturu. La relative stabilité de 
la R-PE aux ultrasons a également été démontrée. Pour finir, l’étude 
de différents paramètres de l’UAEH (débit, température et 
puissance) a permis d’optimiser la liquéfaction de G. turuturu et 
l’extraction de la R-PE. Les résultats de ce travail de thèse 
démontrent l’intérêt du couplage ultrasons-enzymes dans l’extraction 
des composés de G. turuturu. 
Mots clés 
Macroalgues, Grateloupia turuturu, R-phycoérythrine, hydrolyse 
enzymatique (EAE), extraction par ultrasons (UAE), extraction assistée par ultrasons et hydrolyse enzymatique (UAEH) 

Abstract 
Red seaweeds contain a large range of molecules of interest for 
different applications. This study concerns a non-native species of 
the French coast, Grateloupia turuturu, with a view to intensify its 
liquefaction for the extraction of its compounds, more particularly 
a pigment of interest, the R-phycoerythrin (R-PE). Three 
extraction methods were studied: enzymatic assisted extraction 
(EAE), ultrasound-assisted extraction (UAE) and ultrasound-
assisted enzymatic hydrolysis (UAEH). Four industrial enzymatic 
preparations of carbohydrases and an ultrasonic flow-through 
reactor were used. First, the three processes efficiency, at 40 °C, 
was estimated by the liquefaction of seaweeds. This study 
demonstrated that the combination (UAEH) allows to obtain the 
highest liquefaction rate of seaweed, with more than 90 % of 
solubilized material. It was then decided to continue this study 
with the UAE and the UAEH. A comparison between the two 
processes, at 22 and 40 °C, demonstrated that the UAEH was the 
most efficient for the R-PE extraction and the liquefaction of 
seaweed. It was also demonstrated that the UAEH at 22 °C was 
preferable for the R-PE, whereas for the liquefaction of G. turuturu
the best temperature was 40 °C. The relative stability of R-PE 
towards the ultrasound was also demonstrated. To finish, the 
study of different UAEH parameters (flow, temperature and 
power) has allowed to optimize the liquefaction of G. turuturu and 
the extraction of R-PE. These thesis results demonstrate the 
interests of this combination ultrasound-enzymes for the 
extraction of G. turuturu compounds. 
Key Words 
Seaweeds, Grateloupia turuturu, R-phycoerythrin, enzymatic 
hydrolysis (EAE), ultrasound-assisted extraction (UAE), 
ultrasound-assisted enzymatic hydrolysis (UAEH)  


