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Résumé :

Le but de notre étude est de comparer la qualité physicochimique et microbiologique de deux poudres de spiruline
commercialisées en Algérie. Deux Spirulines ont été choisi a savoir la spiruline de Tamanrasset produite en Algérie et la Spiruline
Hawaienne : produite 8 Hawai. Ainsi I’activité antibactérienne la cinétique d’extraction de la phycocyanine ont été évaluer. Les résultats
obtenus pour les analyses physicochimiques ont montré que les paramétres étudiés présentent parfois des différences non significatives
dans la teneur en eau et en matiére grasse ; cependant la teneur en cendres présente une différence significative et une différence
hautement significative a été observé dans le teneur en protéines et le pH. En effet et outre la méthode d’analyse choisie, plusieurs
facteurs déterminent ces teneurs : souche ; composition du milieu de culture, luminosité, température et méme d’autres facteurs tels le
moment de la récolte, le mode de séchage et méme le conditionnement. Les analyses microbiologiques montrent que les deux spirulines
présentent une qualité microbiologique non satisfaisante a la suite d’une contamination Clostridium perfringens. La charge des deux
spirulines en flore aérobie mésophile totale et les Anaérobies sulfito-reducteurs est faible. La recherche des Coliformes fécaux,
Staphylococcus aureus et du genre Salmonella a révélé des résultats négatifs. L’étude de 1’activité antibactérienne a montré que E. coli
était sensible a un traitement avec la solution aqueuse a 4% de spiruline. L’extraction de la phycocyanine semble étre plus efficace avec
des concentrations de 1% de spiruline et aprés une macération de 24 a 48h.A I’issue de cette étude, les deux spirulines sont jugées de
qualité microbiologique dangereuse. La composition des deux spirulines présente une différence nette et la spiruline de Hawai est
significativement plus riche en protéines et en minéraux.

Mots clés : qualité physicochimique, qualité microbiologique, Arthrospira platensis, spiruline, phycocyanine.
Abstract:

The object of our study is to compare the physicochemical and microbiological quality of two spirulina powders marketed in
Algeria. Two Spirulina were chosen, namely the Spirulina of Tamanrasset produced in Algeria and the Hawaiian Spirulina: produced
in Hawaii. Thus, the antibacterial activity and the extraction kinetics of the phycocyanin were evaluated. The results obtained for the
physicochemical analyses showed that the studied parameters sometimes present non-significant differences in the water and fat
content; however, the ash content presents a significant difference and a highly significant difference was observed in the protein
content and the pH. In fact, in addition to the chosen method of analysis, several factors determine these contents: strain, composition
of the culture medium, luminosity, temperature and even other factors such as the time of harvest, the drying method and even the
packaging. Microbiological analyses show that both spirulina have an unsatisfactory microbiological quality due to Clostridium
perfringens contamination. The load of the two spirulina in total aerobic mesophilic flora and sulfito-reducing anaerobes is low. The
search for faecal coliforms, Staphylococcus aureus and Salmonella genus revealed negative results. The study of antibacterial activity
showed that E. coli was sensitive to treatment with the 4% aqueous solution of spirulina. Phycocyanin extraction seems to be more
efficient with 1% spirulina concentrations and after a 24 to 48h maceration. At the end of this study, both spirulina are considered of
dangerous microbiological quality. The composition of the two spirulina shows a clear difference and the Hawaiian spirulina is
significantly richer in proteins and minerals.

Keywords: physicochemical quality, microbiological quality, Arthrospira platensis, spirulina, phycocyanin.
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Introduction

La spiruline est présentée comme le meilleur aliment pour I’avenir « the best food for
the future » lors de la conférence des Nations Unies sur 1’Alimentation en 1974. Pour
I’"'UNESCO, elle est considérée comme « 1’aliment idéal et le plus complet de demain »
(Goulamabasse,2018). Elle est qualifiée aussi par ’OMS de « meilleur aliment pour 1’humanité
du XXleme siecle », et par le ministere de la santé chinois de « complément alimentaire de
premier ordre » pour sa riche composition, et pour ses nombreuses propriétés nutritionnelles et
thérapeutiques, qui font aussi de cette cyanobactérie une alliée dans la lutte contre la

malnutrition dans les pays en voie de développement (Ahounou,2018).

La spiruline ou Spirulina platensis, est en réalité une cyanobactérie du genre Spirulina
ou Arthrospira, anciennement appelée « algue bleue ». Elle est consommeée depuis plusieurs
siécles par des peuples d’ Amérique centrale et d’ Afrique pour ses propriétés nutritionnelles au
vu de sa riche composition en protéines, vitamines ou minéraux (Laurent, 2019), Elle vit de
photosynthése comme les plantes et prospére naturellement dans les lacs salés et alcalins des

régions chaudes du globe (Jordan,1999).

Cette algue bleu-vert connait par sa valeur nutritive élevée en protéines (60-70% en
poids sec), vitamines, minéraux, acides gras essentiels, constitué une bonne source de
chlorophylle, de caroténoides et surtout de phycocyanine. Ses composants ont des avantages
positifs pour la santé humaine, elle possede des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires,
immunostimulantes, antitumorales et antibactériennes (Seghir et al.,2020),

La composition de la spiruline varie selon les conditions de culture, la période de récolte,
I'origine géographique, le procédé de récolte, de séchage, de broyage, de conditionnement, mais
aussi par le taux d'ensoleillement et par le fait que certains industriels supplémentent les milieux
de culture afin que la spiruline produite soit plus riche en fer, en zinc ou encore en acides gras
(Goulamabasse,2018).

Au-dela de ses propriétés nutritionnelles, certains scientifiques s’intéressent a la
spiruline pour ses potentielles vertus thérapeutiques dans le diabete, les allergies ou encore les
troubles neurologiques. Autant dire un bien grand panel de vertus diverses et qui intrigue
(Laurent, 2019).

La spiruline est maintenant cultivée dans de grandes usines aux USA, en Inde, en Chine,
en Thailande et aussi de fagon semi-artisanale, car on lui découvre toujours plus de qualités
intéressantes pour ’alimentation et la santé tant pour les Hommes que pour les animaux
(Jourdan, 1999).
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Dans le cadre de ce travail, nous intéressons a mieux connaitre et a comparer la
composition biochimique et biologique de deux poudres de spiruline commercialisées en
Algérie. Cette étude nous permet d’en apprécier leurs qualités physico-chimique et
microbiologique ; faire une comparaison de la qualité physicochimique de deux poudres de
spiruline, a savoir la spiruline de Tamanrasset et la spiruline Hawaienne ; d’évaluer leurs

qualités microbiologiques et d’optimiser I’extraction de la phycocyanine dans I’eau.

La problématique qui se dégage, consiste a démontrer 1I’importance de la consommation
de la spiruline ; mais aussi a voir s’il existe une différence dans la composition des deux
spirulines : plusieurs spirulines sont commercialisées et aussi une méme spiruline peut avoir
une composition différente. Un autre axe a visé 1’optimisation de ’extraction aqueuse de la

phycocyanine, protéine majoritaire de la spiruline.
Aprées I’introduction, notre travail est divisé en 3 parties principale :

- Une partie bibliographique qui représente deux chapitres
e Chapitre | : Géneralités sur la spiruline
e Chapitre Il : Composition et propriétés de la spiruline
- Une 2°™ partie de Matériel et méthodes consacré a la présentation du matériel et
méthodes utilisées.
- Une 3™ partie de résultats et discussions des résultats de la qualité

physicochimigue et microbiologiques des spirulines commercialisées en Algérie.

En fin une conclusion des résultats essentiels.
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I. Généralités sur la spiruline
I.1. Définition

La spiruline, aussi connue sous le nom de « spirulina ou Arthrospira platensis », est une
cyanobactérie filamenteuse, faisant partie des algues de couleur bleu-verte, un micro-organisme
de type procaryote, elle est considérée comme étant une micro-algue en raison de sa taille
microscopique (Jung et al., 2019). Cette micro-algue a caractere multicellulaire, se multiplie
dés que la température de I'eau dépasse 30°C (Vonshak et Avigad, 1997). La plupart des
spirulines se développent dans les régions tropicales et subtropicales, des plans d'eau chaude,
alcalines, fortement minéralisés, a haute teneur en carbonate et bicarbonate, et a pH et salinité

relativement élevés (Scheldeman, 1999).

Elle est reconnue comme I'un des aliments les plus nutritifs de la planete : trés riche en
protéines, elle est donc, tout naturellement, utilisée comme un complément alimentaire, mais
parfois comme un repas complet., les scientifiques et les chercheurs se sont de plus en plus
intéressés a ce « super-aliment » et ses qualités nutritionnelles exceptionnelles. Ce n'est plus
seulement d’une question de valeur nutritive, Elle est aussi entrée dans le domaine

pharmaceutique, cosmétique et de 1’industrie alimentaire (Scheldeman, 1999).
1.2. Historique

Il y a 3,6 milliards d’années, durant le précambrien, les premiéres formes de vie, les
cyanobactéries, sont apparues sur terre, parmi lesquelles, une minuscule algue bleue, la
spiruline. Elle est donc I'un des micro-organismes vivant le plus ancien de la planéte. Elle est
utilisée par de nombreux peuples dans I’antiquité, puis par les Azteques et les populations du
lac Tchad qui la récoltaient a la surface des lacs grace a des filets a mailles trés fines. Séchée,
elle etait utilisée comme farine pour les tortillas et gateaux (Manet, 2016). Plusieurs Iégendes

entourent I'origine de l'utilisation de la spiruline :

» En 1492, La spiruline fut tout d'abord découverte en 1492 par Christophe Colomb au
Mexique ou les Aztéques la consomment sous forme de petites galettes vertes séchées
(Lounici, 2010) .

» Au XVle siecle, A. platnesis a été isolé pour la premiére fois du lac Texcoco par les
Aztéques et ils appelé "Tecuitlatl" (Habib et al.,2008).
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» Plus tard, Dangeard est tombé sur la tribu Kanembu qui avait été récolter ces excellentes
microalgues du lac Tchad en Afrique sous le nom de "Dihé". Celles-ci étaient utilisées
par les gens malades ou apres les accouchements et également par les blessés, A. platensis
qui avait été utilisé aussi pour le pain, les repas et les gateaux dans les années 1940
(Gatugel et al., 2000) .

» En 1964, la A. platensis a été analysé chimiquement et il a rapidement suscité des
recherches, Pendant des années, des études ont commence sur ces microalgues par des
botanistes, des microbiologistes et des scientifiques, mais aussi revu par certains
chercheurs (Zarrouk, 1966) .

» En 1967, World Health Organization (W.H.O) et United nations Of internatinal
children’s Emergency Fund (UNICEF) reconnaissent les propriétés de la A. platensis et
elle a été présenté comme une « merveilleuse future source de nourriture » par
International Association of Applied Microbiologie (Vonshak, 1997).

» Au début des années 1990, la NASA a étudié la culture de A. platensis comme source de
nourriture a long terme (Tadros et al.,1988).

» L'Organisation mondiale de la santé (OMS) a signalé que A. platensis ne présente aucun
risque et est un bon aliment supplément pour la santé. En 2003, [I'Institution
intergouvernementale a étudié cette microalgue pour la malnutrition (IIMSAM) et a
développé une charte avec 1’Conseil économique et social des Nations Unies
(UNECOSOQC). lIs ont convenu que la spiruline devrait étre utilisé contre la malnutrition
chez I'nomme, en particulier dans les pays en développement (Seyidoglu et al., 2016).

» En 2011, le National Institutes of Health (NIH) ont proposé que A. platensis puisse étre
utilisé chez I'nomme recherche, mais ils ont demandé des études supplémentaires sur les
effets de la spiruline (Seyidoglu et al., 2016).

» En 2012, A. platensis était suggéré comme complément alimentaire sir par Food and
Drug Administration (FDA). Ils ont recommandé une dose quotidienne de 3 a 10 g de
cette microalgue pour la santé humaine. Notamment, selon I'Autorité européenne de
sécurité des aliments (EFSA), A. platensis contribue également a contréler le taux de

sucre dans le sang pour la santé glycémique (Seyidoglu et al., 2016).
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Source : (http://www.planete-spiruline.fr/la-spiruline/historique/)

Figure 01 : Le peuple Kanembou récolte la spiruline au bord du lac Tchad et la fait séché dans le sable au soleil.
1.3. Classification taxonomique

La classification systémique de la spiruline a été étudiée par plusieurs auteurs.
Considérer comme une algue a ’origine, Cependant, en 1960 une claire distinction entre
procaryote et eucaryote a été définie, basée sur la différence d’organisation cellulaire : les
procaryotes regroupent les organismes dépourvus de compartiment cellulaire tandis que les
eucaryotes regroupent ceux qui possedent des organelles. C’est a dire des nucléoles et des
mitochondries (Durand, 1993). En 1962, Van et Stanier constataient que cette algue bleue verte
était dépourvue de compartiments cellulaires, et donc faisait partie des procaryotes ; ils
proposaient de désigner ce microorganisme « Cyanobactérie ». Une désignation finale en tant
que cyanobactérie a été adopté et accepté par la suite pour figurer au « Bergey’s Manual of

Determinative Bacteriology» (Goulamabasse, 2018).

Les deux espéces les mieux connues sont Arthrospira platensis, originaire d'Afrique et
Arthrospira maxima originaire d’Amérique centrale (tableau 01) (Lahoucine, 2019).
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Tableau 01 : Taxonomie récapitulative (Fox, 1999).

Regne

Monera ou Bacteria

Sous-regne

Prokaryota

Phylum ou Division

Cyanophyta ou Cyanobacteria

Classe Cyanophyceae

Ordre Oscillatoriales

Famille Oscillatoriaceae

Genre Arthrospira

Espéce Arthrospira platensis et Arthrospira maxima

Les Cyanobactéries sont également appelées Cyanophytes ou Cyanophyceées. Bien que
connues sous le nom d’algues bleu-vert ou algues bleues, ces derniéres sont des bactéries Gram-
négatifs photosynthétiques. Leur existence date d’environ 3 milliards d’années et elles sont a
I’origine de la production de 1’oxygéne que nous respirons sur terre. Elles sont capables
d’assimiler 'azote de 1’air. Elles ont ainsi permis la formation de la couche d’ozone qui nous

protége contre les rayons nocifs du soleil (Lavoie et al.,2007).

Les cyanobactéries peuvent étre unicellulaires ou pluricellulaires (figure 02) : dans ce
dernier cas, leurs cellules s’arrangent en amas de type colonies ou, le plus souvent, en filaments
composés de cellules alignées. Ces filaments sont appelés trichomes. Les Cyanobactéries sont
de vrais procaryotes, des organismes dépourvus de membrane nucléaire malgré leur systeme

photosynthétique proche de celui des eucaryotes (Goulamabasse, 2018).

Membrane du

Phycobili
ycol ||so!'\ne thylakoide

Nucléoide
(anneau (ifADN)

Paroi cellulaire
Membrane cellulaire

Couche de peptidoglycane \
Membrane externe g \ ot
N T~ "»_,.//—
Gaine de mucus \ NN /_,// “Thylakoides
Capsule N //)/’
Couche visqueuse c~— ™ RuBisCO
Carboxysome

Figure 02 : Schéma de la structure d’une cyanobactérie (Goulambasse, 2018).
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I.4.Morphologie
La spiruline a une morphologie trés variable, selon la souche et les conditions de milieu
de culture. Elle se compose de cellules végétatives présentent des parois facilement visibles,

empilées bout a bout, appelées filaments ou trichomes (Seghir et al., 2020).

Elle a une longueur moyenne de 250 um quand elle possede 7 spires. Elle est composée
de filaments mobiles (de 10 a 12 um de diamétre) non ramifiés et enroulés en spirales,
généralement en 6 ou 7 spires, qui ressemble & un minuscule ressort a boudin. La largeur des
trichomes, composée de cellules cylindriques plus courts que larges, varie d’environ 6 a 12 pm.
(Jarisoa, 2005). La forme hélicoidale qui lui donne I’allure d’un minuscule ressort lui a valu

son appellation de « Spiruline » (Charpy et al., 2008).

Le systéme pigmentaire photosynthétique de la spiruline est constitué de phycocyanine
de couleur bleue, de chlorophylle et de caroténoide. Certaines spirulines contiennent la
phycoérythrine, un autre pigment donnant une couleur rouge ou rose a cette micro-algue (Hajati
et Mojtaba, 2019).

Se présentant généralement sous différentes formes, les spirulines sont le plus souvent
enroulées en spires, parfois ondulées ou de forme droite (Figure 03) Cette particularité de forme
est en relation directe avec les conditions écologiques rencontrées dans leur habitat (Charpy et
al., 2008; Vicente, 2012).

.""P<

g
A B

C

(A) : Spiralées, désigne les souches dont les filaments on la forme du ressort. (B) : Ondulées, désigne les souches dont
les filaments sont en spirale étirée. (C) : Droites, désigne les souches dont les filaments sont tellement étirés qu’il
donne I’impression d’étre presque rectiligne.

Figure 03 : Les différents aspect de la spiruline (Goulambasse, 2018).
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008

(A)Microscopie optique (X400) axénique. (B)Micrographie électronique a balayage d'un trichome. (C) Micrographie
électronique a balayage d'une partie d'un trichome. (D) Micrographie électronique a balayage de trichomes non axéniques.

Figure 04 : Morphologie de A.Platensis (Ciferri, 1983).
1.5. Répartition géographique
La plupart des spirulines se développent dans des eaux chaudes, alcalines et fortement
minéralisés (richesses en nutriments azotés et phosphorés), excluant ainsi la plupart des autres

microorganismes. Elle s’observe plus communément dans les eaux saumatres, ainsi que dans

les lacs salins des régions tropicales et semi tropicales (Goulamabasse, 2018).

On la retrouve ainsi dans les lacs alcalins en Afrique, en Amérique latine, et en Asie du
sud (Figure 05). Il s’agit certes d’un organisme cosmopolite mais il est beaucoup moins

abondant en Amérique du Nord et en Europe (Ahounou, 2018).

Son caractére thermophile et ses besoins importants en lumiere laisse voir cet organisme
pousser méme dans des lacs volcaniques (lac Quiliotoa, en Equateur) et des endroits désertiques
(région de Tamanrasset) aux points de ramassage d’eau provenant occasionnellement des

montagnes (Elyah,2003 ; Lahoucine,2019).
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Figure 05 : Répartition géographique de la spiruline (Benoit, 2015).

1.6. Reproduction biologique

Le cycle biologique de la spiruline a été décrit par Balloni et ses collaborateurs en 1980
(Balloni et al.,1980).

La spiruline se développe de 25% chaque jour, sa quantité doublant en 4 jours. Sa
reproduction est végétative (asexuée) et s’effectue par scission simple, fission binaire ou

multiple, par bourgeonnement ou fragmentation au hasard (Dargent,2016).

A la maturité, la spiruline se reproduit suivant un mode végétatif asexué, la
multiplication ne se produit que par fragmentation ; le trichome forme des cellules spéciales
appelées nécridies assimilées a des disques de séparation agirent comme des cellules
spécialisées uniques (figure 06), permettant la rupture du trichome, au niveau desquelles le
trichome est divisé en plusieurs parties pour donner de nouveaux filaments de 2 a 4 cellules

appelés Hormogonies.

Les cellules d'hormogonie subissent des processus d'agrandissement et de maturation,
chaque individu va donner deux individus par scissiparité, qui lui sont identiques
génétiquement et plus ou moins morphologiquement et prendre la forme typique hélicoidale
(Théodore, 2017).
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Scissiparité
Necridies
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Figure 06 : Cycle biologique de reproduction de la spiruline (Charpy et al., 2008).
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1.7. Production de la spiruline

La culture de cette micro-algue ne nécessite ni traitement, ni cuisson, n'entraine aucune
pollution donc il est difficile d’obtenir des renseignements permettant de connaitre la

production mondiale actuelle et les colts de la spiruline (Abdelhadi, 2017).
1.7.1. Dans le monde

Cette micro-algue dont les bienfaits en matiére de santé sont de plus en plus prisés par
les consommateurs, explose. Les experts estiment ses perspectives de croissance a plus de 10%
par an jusqu'a, au moins, 2025 pour atteindre 630 millions de dollars a cette date, avec une

production d'environ 68.000 tonnes (Anonyme, 2021).

La production Mondiale de la spiruline
T/an

6%

14%
5% ’

2%
2%

H ASIE 2500t B AFRIQUE(CULTURE) 100t
= EUROPE 100t RESTE DU MONDE 300t
m AMERIQUE DU NORD 900t ® AFRIQUE (LAC TCHAD) 390t

Figure 07 : La production mondiale de la spiruline (Antenna, 2018).
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Aujourd’hui. Les Etats-Unis détiennent 50% de la production mondiale. Deux pays
seulement en Europe produisent de la spiruline ; il s’agit de la France et de la Hongrie. En

Algérie.
1.7.2. En France

Dans les années derniéres années, le nombre de producteurs de spiruline a doublé et leur
chiffre d’affaires a quadruplé. Cependant, la structure du marché francais reste particulierement
originale reléve 1’étude : la production est fragmentée entre des petits producteurs de plus en
plus nombreux (passés de 50 en 2013, & 133 en 2019) qui maillent le territoire frangais, et
adressent un marché d’abord local. Premier constat : La spiruline frangaise est surtout vendue
en circuits courts — le e-commerce, la vente a la ferme, les marchés et les salons représentant
70% des ventes — ce qui assure des marges préservées aux producteurs. Un choix qui apparait
gagnant puisqu’entre 2014 et 2018 les surfaces cultivées ont doublé, et le chiffre d’affaires des

producteurs a triplé pour atteindre plus de 6M€ en 2018 (anonyme,2022).
1.7.3. En Algérie

La production de la Spiruline reste tres faible en Algérie. A notre connaissance il existe

quelques fermes de culture artisanale tel que :

v Tamanrasset : La ferme de M. Hiri

v" Oran : La ferme de M. REDOUANE.

v Ghardaia : Une ferme d’une capacité de production théorique de deux (2) tonnes/an, a-
t-on aupres de la Direction régionale de la péche et des ressources halieutiques (DPRH)
a Ouargla.

v’ Bechar : vers la réalisation d’un projet de culture de la spiruline
1.8. Culture de la spiruline

Outre le milieu de culture, La culture de la spiruline dépend de trois facteurs principaux,
La température, la lumicre et le pH. D’autres facteurs moins importants seront aussi a prendre

en compte comme le Salinité et I’agitation du milieu

11
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Agitation

Température Nourriture

\ Croissance de la /

spiruline

e I

pH Luminosité

Salinité
Figure 08 : Parametres influencent la croissance de la spiruline.

1.8.1. Milieu de culture

Il s'agit d'une reproduction artificielle du milieu dans lequel la spiruline pousse de fagon
naturelle. C’est donc une solution natronée et alcaline constituée d’un mélange d’eau et de sels
minéraux, qui apporte a la Spiruline tous les éléments chimiques qui lui sont nécessaires
(Jourdan, 2012).

8.1.1. L’eau

Les spirulines vivent dans I'eau saline et alcaline. L'eau utilisée pour le milieu de culture
doit étre de préférence potable au moins filtrée, le plus important étant I'élimination des algues
étrangeres. Le milieu trés alcalin permet une meilleure absorption du gaz carbonique de 1’air et

une protection contre les contaminations (Jordan, 1999).
8.1.2. Nourriture

Des engrais permettent d’assurer la croissance des spirulines : azote (N), phosphore (P),
potassium (K) sont les trois éléments principaux mais Soufre (S), magnésium (Mg), calcium

(Ca) et fer (Fe) doivent aussi €tre ajoutés s’ils ne sont pas ne quantité nécessaire dans 1’eau
(Louvel, 2019).

8.1.3. Température

La spiruline pousse idéalement lorsque la température du milieu de culture est de 37°C.
Des températures supérieures a 40°C ne lui conviennent pas, et, elle meurt lorsqu’elle est

exposée a 43°C. Par ailleurs, a 20°C, sa croissance est pratiquement nulle (Fox, 1999).

12
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8.1.4. Luminosité et agitation

Une intensité lumineuse élevée combinée avec une forte agitation permet la croissance
optimale, tous les filaments recoivent des charges lumineuses fréquentes et sont par la suite
rapidement protégés d’une exposition trop longue par les autres filaments. En lumiére et
agitation faibles, la croissance est lente, mais la pigmentation est plus marquée, autrement dit,
la couleur est d'un vert plus foncé et le bleu de la phycocyanine apparait (Fox, 1999).

En diminuant 1’éclairement on diminue aussi la photosynthése totale, il faut ensemencer
le bassin avec assez d’algues pour que la lumiére ne puisse pas atteindre le fond du bassin ; et
agiter suffisamment la culture pour que les filaments individuels ne restent pas plus d’une demi-
minute a la surface en plein soleil, mais plongent et remontent fréqguemment. Les roues a aubes

constituent les systémes d’agitation les plus utilisés ; le but est de remuer I’eau (Fox, 1999).
8.1.5. pH

La culture de la Spiruline le pH sera entre un pH allant de 8.5 a 10.5 (Jourdan, 2012).
1.8.2. Récolte de la spiruline

les étapes nécessaires a la récolte de spiruline sont résumées dans la figure suivante
(figure 09) selon « spiruline des iles d’or » : c’est une entreprise qui exploitait une des plus

grandes fermes de Spiruline de France.

La premiére étape consiste a récolter sur un filtre I’eau de culture 1’aide de pompes. La
phase suivante consiste a rassembler la biomasse obtenue a 1’aide d’une pelle en plastique et
d’une petite raclette, suivie par L essorage est une étape trés importante dans la production de

la Spiruline.

Elle va étre roulée sur elle-méme, placée dans le poussoir a saucisse en inox, adapté, et
actionné par une manivelle, pour une extrusion en forme de « spaghettis ».la Spiruline va bien

séchée et broyée manuellement jusqu'a I'obtention de paillettes.

Elle est stockée dans des sachets étanches, a 1’abri de la lumiere et de ’humidité (Figure
09)(Anonyme,2022).
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Etape 1
Etape 2 et 3
2.L'essorage de la spiruline 3. L'extrusion de la spiruline
Etape detb
4.Le séchage de la spiruline 5. Le broyage de la spiruline
Etape 6 ,
6.Le broyage de la spiruline

Source :(https://spiruline-des-iles-dor.com/).

Figure 09 : les étapes générales de la production de la spiruline.

1.8.3. Production artisanale

Dans ce mode de culture, il existe des systemes qui consomment moins d'énergie, avec

des moyens peu codteux, simples et efficaces en tant que mode de production artisanale.
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Pour lancer une production artisanale de Spiruline selon Jourdan (2006), il faut de 1’eau

contenant des nutriments, du soleil et une température entre 25 et 40°C (figure 10).

Pour la mettre en place et en assurer le suivi, il faut avoir fait le bon choix du site et des
matériaux de construction, disposer de quelques instruments de laboratoire (balance, loupe ou
microscope), de quelques outils simples a réaliser, d’intrants (engrais) et d’une souche de

spiruline robuste.

» Le choix du site doit tenir compte :
e Du climat : ’exposition au soleil pour un maximum d’intensité lumineuse, la
température (au-dessous de 20°C, la croissance est stoppee).
e De I’accés a I’eau (cours d’eau, fleuves, puits, mer)
e De la possibilité d’acheter les intrants
» Le choix d’un site pour I’implantation d’une ferme de spiruline en Afrique dépend
en outre de la volonté et de la compétence d’un partenaire local et de 1’acceptation

par les populations locales.

€02 OU AUTRE SOURCE AZOTE FIXE & SELS T:25-40°C
DE CARBONE MINERAUX &
Ph:8,5-10,5
WMIERE ™ /
BASSIN DE CULTURE ————  AGITATION
FILTRATION MILIEU UTILISE
ALCANILITE
CONCENTRATION RECUPERATION
DES SELS
SECHAGE
POUDRE / PAILLETTE
D’ALGUE

Figure 10 : Diagramme des flux pour la culture et la production de spiruline (Fox, 1999).
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1.8.3.1. Bassins de culture

Elle est cultivée en petits bassins en baches plastique, en dur, ou en argile couvrait avec
des planches en bois, films en plastique ou tout autre type de toits (parfois sous serres),
permettant de le protéger contre 1’excés de pluies, le vent de sable, les feuilles d'arbres...etc. IIs
doivent étre installés d'une manicre facile a vider et a nettoyer avec un system d’agitation

électrique ou manuelle par roue a aubes (Jordan, 1999).

Bassin en argile

Figure 11 : Différents de bassins de culture (Jourdan, 2012).

1.8.3.2. Récolte et extrusion

Apres quelques semaines, la récolte commence. Un bassin peut étre récolté tous les 2

ou 3 jours, pendant toute I’année. La biomasse humide est pressée ( Sguera, 2008).
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La Spiruline fraiche ainsi obtenue peut-étre consommee directement, ou séchée pour

conservation (Charpy et al., 2008).

Les spirulines récoltées doivent étre concentrées avant d’étre filtrées et lavées.
L’opération de concentration consiste & envoyer la suspension de spiruline sur un filtre plan
incliné et de recueillir une suspension tres concentrée a la base. La filtration proprement dite
est ensuite effectuée soit avec un filtre conventionnel ou avec un filtre horizontal muni d’un
vide partiel. Les spirulines sont lavées sur le filtre afin d’éliminer les sels minéraux du milieu

de culture (Dansou, 2002).
1.8.3.4. Séchage et conditionnement

Le séchage est effectue de maniere classique par des rouleaux chauffants, par
atomisation ou tout simplement par un séchage solaire. La spiruline séchée est alors broyée
sous forme de poudre ou sous forme de paillettes et conservée dans un récipient étanche a 1’abri
de I’humidité et de la lumicre. La spiruline peut étre conditionnée dans des sachets, boites ou

flacons sous formes de brindilles, de poudre, de gélules et de comprimés (Charpy et al., 2008).
1.8.4. Production Industrielle et semi-industrielle

La production a grande échelle de la spiruline pour la culture de masse doit étre
réalisée dans des zones ou les conditions climatiques sont favorables, il est difficile d'avoir une
croissance idéale en raison de différents facteurs environnementaux, en particulier la
température et le soleil tout au long de I'année (Usharani et al.,2012).

La production industrielle est principalement commercialisée en tant que complément
alimentaire "de confort". Les installations industrielles de production de spiruline sont pensées
par rapport a un ensemble de normes sanitaires et des conditions environnementales tres saines

: la qualité de I’eau, de ’air et de la nourriture.

Les technologies utilisées pour la culture industrielle sont issues de la recherche
scientifique, dans le but de maximiser les rendements de production durant toute I’année méme
dans des climats tempérés qui sont trop froids pour envisager des cultures en plein air, les
chercheurs ont étudi¢, durant ces 20 dernieres années, d’autres systémes, et en particulier la

production en photobioréacteurs.

De plus, la surface unitaire et la surface totale des bassins de culture sont nettement
plus importantes dans le cadre des grosses exploitations industrielles, par rapport aux

exploitations artisanales. Concernant I’agitation du milieu de culture, du fait de la forme des
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bassins industriels, le brassage s’effectue toujours mécaniquement, grace a de grandes roues a
aubes. Le séchage industriel se fait par pulvérisation dans 1’air chaud (spray-

drying=atomisation), principale méthode actuel (Cruchot, 2008).
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I1. Composition et propriétés de la Spiruline

I1.1. Composition de la spiruline

La Spiruline est I’aliment nutritif le plus riche. Elle est connue comme « I’aliment
parfait de la nature ». Notre corps est un organisme complexe ; pour son maintenir en forme,
nous devons lui fournir les éléments nutritifs, 1’énergie et la vitalit¢ dont il a besoin, et donc la

spiruline peut satisfait ses besoins (Goulamabasse, 2018).

Il existe de fortes variations en ce qui concerne la composition de la spiruline. Ces
divergences sont liées a plusieurs facteurs. L’existence de différentes souches de spirulines,
I’origine géographique, les conditions de production (les éléments chimiques entrant dans la
composition du milieu de culture, les techniques de séchage, de broyage, de récolte (Ahounou,
2018), mais aussi par le taux d'ensoleillement et par le fait que certains industriels
supplémentent les milieux de culture afin que la spiruline produite soit plus riche en fer, en zinc

ou encore en acides gras.
Selon Casal (2019), La spiruline séchée contient en moyenne (figure 12):

e 60 a 65% de protéines : Contient les 8 acides aminés essentiels (leucine, isoleucine,
valine, phénylalanine, méthionine, tryptophane, thréonine et lysine) + les acides aminés
non essentiels (cystine, glycine, alanine, acide aspartique, acide glutamique, arginine,
histidine, proline, sérine...)

e 15220 % de glucides

e 52a6% de lipides

e 7 a10% de minéraux : fer et magnésium surtout

o 22a5% de fibres

e Pigments

e 5% d’eau
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10%
Vitamines et Minéraux

12%
Glucides

65 %
Protéines

Figure 12 : Les valeurs nutritionnels moyennes de la spiruline (Casal, 2019).

En effet, la spiruline apporte plus de protéines que la viande rouge et plus de caroténoides que

les carottes (figure 13).
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Source : (https://www.laspirulinedesvikings.fr/les-bienfaits-de-la-spiruline/, n.d.)

Figure 13 : Les bienfaits de la spiruline.
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11.1.1. Protéines et acides amines de la spiruline

Les protéines sont les molécules organiques les plus abondantes dans le corps humain,
elles sont responsables de chaque processus qui se produit dans le corps, ces macromolécules

peuvent étre sous forme d’enzymes, d’anticorps d’hormones, récepteurs ...etc.

La spiruline est un aliment tres riche par sa composition protéique (figure 14), elle
contient la plupart des acides aminés et notamment tous les acides aminés essentiels constituant

pres de 60% du poids total des protéines (Louvel, 2019).

Proportion moyenne en protéines par aliment

100

90 ]
i

I .,.'t“\
oeuf Lait

spiruline s0ja viande poisson

&0

70

&0

50

% de proteines

Figure 14 : Diagramme de comparaison du taux de protéines de la spiruline par rapport a d'autres aliments
(Benoit, 2015).

a. Teneur en acides amines
Plusieurs études ont montré que la spiruline contient des acides aminés essentiels dans

les proportions recommandees par la FAO (Food and Agriculture Organization) pouvant étre
comparées a des normes de protéines telles que la viande, les ceufs ou le lait, et avec une qualité
supérieure a celles des protéines végétales (Ahounou, 2018).

Les vingt acides aminés sont utilisés par 1’organisme pour constituer des protéines,
parmi ces vingt, le corps étant capable d’en fabriquer douze, les huit autres étant essentiels

(tableau 02) et doivent étre apportés par 1’alimentation (Seghir, 2020) .

Selon les valeurs de référence de I’OMS ou de la FAO le profil des acides aminés de la spiruline

est considérée comme ayant une « valeur biologique élevée » (Martinez-Galero et al., 2016).
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Tableau 02 : Teneur de la spiruline en acide aminés (Ahounou, 2018).

Acides Aminés Essentiels Teneur moyenne dans 10g de spiruline
Isoleucine 350 mg (50% des AJR)
Leucine 540 mg (49% des AJR)
Lysine 290 mg (36% des AJR)
Méthionine 140 mg (23% des AJR)
Phénylalanine 280 mg (140% des AJR)
Thréonine 320 mg (64% des AJR)
Tryptophane 100 mg (48% des AJR)
Valine 400 mg (44% des AJR)
Alanine 470 mg
Arginine 430 mg
Acide aspartique 610 mg
Cystine 60 mg
Acide glutamique 910 mg
Glycine 320 mg
Histidine 100 mg
Proline 270 mg
Tyrosine 300 mg
Sérine 320 mg

AJR : Apports journaliers recommandés.

Les acides aminés soufrés, la méthionine et la cystéine, ainsi que la lysine, sont certes
plus faiblement représentés (Falquet et Hurni, 1986; Charpy et al., 2008). Mais il est important
de noter la présence de méthionine, absente chez la plupart des autres microalgues » (Ahounou,
2018).

La composition en acide aminés de la spiruline soit optimale, pour devenir une source
alimentaire de premier choix, il est nécessaire que ces protéines soient assimilables par
I’organisme. Cette caractéristique est déterminée par le calcul du coefficient d’efficacité

protéique (PER : Protein Efficiency Ratio)(Ahounou, 2018; Bedra et Bettayab, 2021).
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L'utilisation de la protéine consommée est déterminée par la digestibilité, c'est-a-dire
la proportion d'azote protéique réellement absorbée par 1'individu. Contrairement a d’autres
micro-organismes proposés comme source de protéines (levures, chlorelles...), la spiruline ne
possede pas de paroi cellulosique ; elle a donc 1’énorme avantage d’étre parfaitement digestible
sans cuisson ni autre traitement destiné a rendre ses protéines accessibles. Leur digestibilité est
évaluée a 83 %. La valeur de I'utilisation protéique nette (NPU) est estimée entre 53 et 61 %
(Falquet et Hurni, 2006).

b. La phycocyanine
La C-phycocyanine (C-PC) est un pigment bleu et la substance commercialement la
plus prometteuse trouvée dans la spiruline (Liang, et al., 2004; lyer et al., 2007). C'est une
phycobiliprotéine hydrosoluble (PBP) et un pigment accessoire photosynthétique (Eriksen,
2008). Sa fonction principale est de collecter et de transférer I'énergie lumineuse de la
chlorophylle lorsque la chlorophylle est peu absorbée et transférée (Bennett et Bogorad, 1973;
Zilinskas et Greenwald, 1986; Grossman et al., 1994).

Cette protéine complexe hydrosoluble, est présente a une hauteur de 150 g/kg de
spiruline séche. La phycocyanine est spécifique aux cyanobactéries puisqu'on ne la trouve nulle
part ailleurs dans la nature. Elle est apparue un milliard d'années avant la chlorophylle, et peut
étre considérée comme un précurseur de I'némoglobine et de la chlorophylle dans la mesure ou
son noyau renferme a la fois un ion fer et un ion magnésium (Baadi et Menadi, 2014)

La phycocyanine est extraite de la spiruline sous forme liquide. Elle est concentrée et
plus biodisponible sous cette forme, mais aussi trés facile et agréable a consommer ainsi. Le
corps en absorbe aisément et rapidement tous les bienfaits. La spiruline classique, elle, est

consommeée dans sa forme séche, en comprimés ou en paillettes.

La phycocyanine qu’elle contient n’y est alors que peu concentrée, dégradée par le

séchage et moins biodisponible. (performe, 2020).

Selon Caroline (2019), les roles de la phycocyanine ne sont pas encore parfaitement
connus du monde scientifique. Cependant, par recoupement entre les actions de la spiruline et
celles des antioxydants, les scientifiques s’accordent a dire que les roles de la phycocyanine
seraient multiples : Le C-PC sert a stocker l'azote et est sélectivement dégradé lorsque les
cellules sont privées d'azote (Grossman et al.,, 2001; Sloth et al., 2006). C-PC a eéte

principalement utilisé comme un ingrédient nutritionnel, un marqueur fluorescent ou comme
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un colorant naturel dans les aliments ou les cosmétiques et est également connu pour étre
antioxydant, anti-inflammatoire, antiplaquettaire, anticancéreux, antifongique et antiviral dans

la nature. Il a également des propriétés néphroprotectrices et hépatoprotectrices (Eriksen, 2008).

De plus, les phycobiliprotéines n'ont pas encore été revues dans la littérature
(Manirafasha et al., 2016; Stadnichuk et Tropin, 2017). Parmi ses nombreuses bioactivités, la
fonction antioxydante de C-PC peut avoir le plus de valeur. En fait, il peut protéger la cellule
vivante du stress oxydatif en retardant ou en inhibant I'oxydation des lipides (Chadwick et al.,
2003). Les données probantes tirées des traitements médicaux ont révélé que l'ingestion de
constituants alimentaires antioxydants peuvent maintenir un équilibre entre le systéme
antioxydant et la production d'espéces réactives de I'oxygéene (ROS) (Chadwick et al., 2003;
Samaranayaka et Li-Chan, 2011). Ainsi, le corps humain peut combattre diverses maladies
telles que I'athérosclérose, I'Alzheimer, le cancer, le diabete sucre, I'arthrite rhumatoide, les

maladies inflammatoires et le processus de vieillissement (Wu et al., 2005; Durackova, 2010).

La phycocyanine est soluble dans 1’eau mais insoluble dans 1’éthanol. Ce pigment bleu

peut facilement et magnifiquement étre observable a 1’ceil nu en solution aqueuse (Anonymezl).

Toutes les phycobiliprotéines sont solubles dans I'eau et ne peuvent donc pas exister

dans la membrane, contrairement aux caroténoides (Naturalfield, 2017).

La phycocyanine a une solubilité maximale a pH 6 et est instable dans la plage de pH
alcalin, ou la majorité des autres protéines sont les plus solubles. Les protéines d'A.platensis
sont également tres solubles a pH 6 et solubles au maximum a pH 10. Par conséquent, le pH

optimal d’extraction est de 6 (Idakiev et Baecker, 2018).
11.1.2. Lipides

Outre leur réle énergetique évident, les lipides présentent également un role structural
contribuant au maintien de 1’architecture cellulaire. La composition en lipides totaux de la
spiruline se caractérise par un bon équilibre entre acides gras saturés et acides gras
polyinsaturés. La composition des principaux acides gras révele la présence d'une forte
concentration en acides gras essentiels, incluant des oméga-3 et des oméga-6 qui préviendraient

I'accumulation de cholestérol dans I'organisme (Hug et Denis von der, 2011).

Ces lipides totaux peuvent étre séparés en une fraction saponifiable (83%) et une
fraction insaponifiable (17%), contenant essentiellement des paraffines, des pigments, des

alcools terpéniques et des stérols (Clement, 1975).
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11.1.2.1. Acides gras (Fraction saponifiable)

La teneur en acides gras de la spiruline (tableau 03) est comprise entre 4,9 a 5,7% de

la matiere seche. Elle varie essentiellement suivant le milieu de culture (Colla et al., 2004).

Tableau 03 : principaux acides gras de la spiruline (Falquet et Hurni, 2006).

Acides gras % des acides gras totaux
Palmitique (16:0) 25-60%
Stéarique (18:0) 0.5-2%

Palmitoléique (16:1) oméga-6 0.5-10%
Oléique (18:1) oméga-6 5-16%
Linoléique (18:2) oméga-6 10-30%
v -linolénique (18:3) oméga-6 8-40%

La Spiruline est considérée comme 1’'une des meilleures sources alimentaires connues
d'acide y-linolénique, apres le lait humain et quelques huiles végétales peu courantes, fort cheres
et non chauffées (huiles d'onagre, de bourrache, de pépin de cassis et de chanvre) (Cruchot,
2008).

On note I’absence d’acide gras oméga 3 qui pourrait étre compensé par l'apport de

I’huile de noix, de colza et des poissons qui sont riche en oméga 3.

Cette fraction saponifiable se compose aussi de plusieurs di-glycérides, de
phosphatidylglycérol, et d’autres phospholipides indéfinis. Les triglycérides, la phosphatidyl-
choline, la phosphatidyléthanolamine et le phosphatidyl-inositol quand ils sont présents, ne le

sont qu’en trés faible quantité (Charpy et al., 2008).
11.1.2.2. Fraction insaponifiable

La fraction insaponifiable de la spiruline représente 1,1 a 1,3% de la matiere séche et
environ 13% de la fraction lipidique totale. Elle est constituée de stérols, de terpenes, de
paraffines, et de pigments (Falquet et Hurni, 2006; Charpy et al., 2008).
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La quantité de stérols (dont le cholestérol) retrouvée dans la spiruline est tres faible,
variant entre 0 a 0,015% de son poids sec. Les alcools terpeniques représentent 5 a 10% de

I’insaponifiable.

Enfin, les hydrocarbures saturés (paraffines) représentent entre 0,1 et 0,3% de la
spiruline seche, avec majoritairement du n-heptadécane pouvant dans certaines conditions étre

toxique (notons qu’on en retrouve dans certaines levures alimentaires a hauteur de 0,1 a 0,5%)

(Charpy et al., 2008).
11.1.3. Glucide

Les glucides constituent globalement 15 a 25% de la matiere seche des spirulines
(Ciferri, 1983; Falquet et Hurni, 2006), et sont principalement apportés sous forme de
glycogéne et de rhamnose. Le glucose, le fructose, le saccharose et les quelques polyols comme
le glycérol, le mannitol et le sorbitol, ne sont présents qu'en tres faibles quantités. (Niangoran
N'goran, 2017).

Les sucres simples et les polyols ne sont présents qu’en trés petites quantités. Les
glucides digestibles sont représentés par du rhamnosanne et du glucosanne aminés,
respectivement environ 2% et 10%. On note aussi la présence de glycogéne (0,5%)
(Babadzhanov et al., 2004; Toudert et Bouzidi, 2020).

11.1.4. Acides nucléiques

On rapporte des valeurs de 4,2 a 6 % d'acides nucléiques totaux (30% ADN et 70%
ARN) dans la matiere séche chez A. platensis. La teneur en acides nucléiques de Arthrospira

est tres inférieure a celle de la généralité des unicellulaires (Ciferri, 1983; Sguera, 2008).
11.1.5. Vitamines

La Spiruline contient une large gamme de vitamines (Tableau 04), qui contribuent au

bon fonctionnement de notre organisme.
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Tableau 04 : Teneur de la spiruline en vitamines en comparaison avec les besoins journaliers des vitamines (Falquet, 1996).

Vitamine Teneur (mg/kg) Besoin/jour (adulte)
Thiamine (B1) 34-50 1.5mg
Riboflavine (B2) 30-46 1.8 mg
Pyridoxine (B6) 5-8 2.0 mg
Cyanocobalamine (B12) 1.5-2.0 0.003 mg
Niacine 130 20 mg
Folate 0.5 0.4 mg
Panthoténate 4.6 -25 6 -10 mg
Biotine 0.05 0.1-0.3mg
Acide ascorbique (C) Traces 5-30mg

11.1.5.1. Vitamines hydrosolubles

Les vitamines hydrosolubles présentes dans la spiruline sont principalement les
vitamines du groupe B (B1, B2, B3, B5, B6, B8, B9, B12) : elle est la deuxieme source de
vitamine B1 derriére la levure de biere. Elle est riche aussi en vitamine B2. Les vitamines du
groupe B sont des cofacteurs impliqués dans tous les métabolismes, la synthese des hormones
et des enzymes, la transmission de I'influx nerveux, la production d'énergie, le systéeme

immunitaire.

En outre, il faut souligner la teneur exceptionnelle en vitamine B12 (cobalamine) qui
est de loin la vitamine la plus difficile a obtenir dans un régime sans viande car aucun végétal
courant n'en contient. Arthrospira en est quatre fois plus riche que le foie cru, longtemps donné
comme meilleure source. Il faut pourtant noter qu'il existe une controverse a propos de la

biodisponibilité réelle du complexe B12 de Arthrospira (Harriman et al., 1996).

Selon la provenance de la spiruline, la vitamine C est soit absente soit en quantité

négligeable (Louvel, 2019).
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11.1.5.2. Les vitamines liposolubles

Les vitamines A, D, E et K sont stockées dans les tissus adipeux et le foie. Elles
présentent un risque de surdosage et donc de toxicité du fait de la capacité de I’organisme a les

accumuler.
» [3-carotene (provitamine A)

Le B-caroténe represente 80% des caroténoides présents dans Arthrospira, le reste
étant composé principalement de physoxanthine et de cryptoxanthine (Palla et Busson, 1969).
On trouve entre 700 et 1700 mg de 3-caroténe et environ 100 mg de cryptoxanthine par kilo de
spiruline séche. Le B caroténe, précurseur de la vitamine A, joue un rdle essentiel dans la vision,

la reproduction des cellules et le fonctionnement normal du systeme immunitaire.
» Tocophérols (Vitamine E)

La teneur en vitamine E de la spiruline présente une forte variabilité liée probablement
a des qualités de spiruline différentes, avec une moyenne de 50 a 190 mg/Kg de masse séche,
ce qui est comparable a celle de graine de blé considéré comme la référence sur le plan de
I’apport en cette vitamine, Elle agit comme un antioxydant essentiel dans la protection des

membranes cellulaires (Cruchot, 2008).
11.1.6. Pigments

La Spiruline, cette algue qu’on dit bleue mais que nous voyons verte et qui donne aux
plumes des flamants leur couleur rose, contient toutes sortes de pigments (tableau 05). Elle
contient des chlorophylles dont la chlorophylle a (typique des végétaux), des caroténoides dont
le principal est le p-carotéene et des phycobiliprotéines telles la phycocyanine et la
phycoérythrine. (Pierlovisi, 2007).

Tableau 05 : Teneurs en pigments exprimées en mg pour 10g de matiére seche de Arthrospira platensis (Pierlovisi,
2007).

Pigments Teneur en mg/10g
Chlorophylles totales 115
Chlorophylle a 61-75
Caroténoides (orange) 37
Phycocyanine (bleu) 1500-2000
Phycoérythrine (rouge) 2900-10000

28



Partie Bibliographique 11. Composition et propriétés de la Spiruline
. __________________________________________________________________________________________________________________________________________|]

Les trois principaux pigments, contenus dans la spiruline, responsables de sa couleur
sont la chlorophylle, la phycocyanine et la B caroténe ( Sguera, 2008) :
11.1.6.1. La chlorophylle

La chlorophylle est présente dans la spiruline a 1 % du poids sec, pigment responsable
de sa coloration verte. Lorsque les plantes 1’utilisent pour la photosynthése, elle permet au corps
humain de capter le magnésium organique nécessaire au maintien de 1’équilibre acido-basique.
Sa structure moléculaire ressemble a I’hémoglobine mais la molécule centrale est le magnésium
et non le fer (Manet, 2016).

De plus la chlorophylle s’associe a un cofacteur, la porphyrine (composant également
présent dans la spiruline), pour chélater les métaux lourds, mercure, plomb, arsenic, ou nickel
et les ¢liminer de 1’organisme. La chlorophylle augmente le péristaltisme et soulage ainsi la
constipation, elle normalise également la sécrétion digestive acide et la pepsine responsable
d’ulceres digestifs. Cependant la chlorophylle est détruite a haute température d’ou

I’importance d’un séchage de la spiruline a basse température (Manet, 2016).

J M

HO OCH,

0

Figure 15 : Structure chimique de la chlorophylle (Goulambasse, 2018).

11.1.6.2. Phycocyanine

La phycocyanine est un pigment de nature protéique hydrosoluble, de couleur bleue
appartenant a la famille des phycobiliprotéines, se trouvant chez les cyanobactéries telle que la
spiruline. Elle est responsable de sa couleur bleu-vert caractéristique. C’est ce qui explique son
nom, tiré du grec « phyco » (qui signifie « algue ») et « cyan » (qui signifie « bleu »). Peu

d’aliments contiennent de la phycocyanine hormis la spiruline.

On compte le klamath, une microalgue des Etats-Unis, et le Moringa (Perez, 2021).
C’est un pigment accessoire a la chlorophylle qui capte environ 50% de la lumicre

photosynthétique (Romay et al. 2003).
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COOH COOH

Figure 16 : Structure chimique de la phycocyanine (Hoseini et al.,2013).

11.1.6.3. La Béta-caroténe :
La béta—caroténe, pigment orange, précurseur de la vitamine A, est aussi présent dans
la spiruline en grande quantité, joue un role important dans le renouvellement des cellules et

dans les défenses immunitaires (Charpy et al., 2008).

11.1.7. Minéraux et oligoéléments

Les minéraux et les oligoéléments sont des composés inorganiques nécessaires a
I’organisme. Une différence quantitative réside néanmoins entre les deux groupes. En effet, les
minéraux se trouvent en quantité importante dans 1’organisme tandis que les oligoéléments n’y
sont présents qu’a 1’état de traces.

Les minéraux particulierement intéressants de la spiruline sont le fer, le zinc, le
magnésium, le calcium, le phosphore et le potassium, le Tableau suivant présenter la

composition en minéraux de la spiruline (Falquet, 1996).
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Tableau 06 : Teneur moyenne des minéraux (Falquet, 1996).

Minéraux Teneur de la spiruline Doses requises (mg/jour)
(mg/1009)

Calcium 130-1400 1200
Phosphore 670-900 1000
Magnésium 200-400 250-350

Fer 60-600* 18
Zinc 2.1-600* 15
Cuivre 0.8-200* 1.5-3

Chrome 0.28 0.5-2
Manganése 2.5-3.7 5

Sodium 450 500
Potassium 640-1540 3500

Sélénium 0.001-5* 0.05

* enrichissements spécifiques.

11.1.8. Métaux lourds

La spiruline est un puissant chélateur de métaux lourds, il est donc important de verifier
la provenance de ’algue, de doser les taux de métaux lourds, et de vérifier que I’eau de culture
ne soit pas contaminée. Il faut donc mettre en place des systémes de tragabilité¢ pour s’assurer

que de la spiruline provenant de tout horizon soit exempte de toute toxicité ( Sguera, 2008).

Les meétaux lourds peuvent étre définis comme un groupe de quarante éléments
naturels qui ont un poids atomique éleve et une densité a au moins 5 fois supérieure a celle de
I'eau. lls sont dits dangereux en raison de leur toxicité méme a faibles concentrations. Les
contaminants de métaux lourds les plus courants sont le mercure (Hg), I'arsenic, le cadmium
(Cd), le plomb (Pb), le chrome (Cr), le zinc (Zn) et le cuivre (Cu). En outre, Ils sont non
biodégradables donc, ils restent dans I'environnement et les systemes biologiques (Huét et
Daneshwar, 2017).
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On peut classer les métaux lourds par leur degré de toxicité en :

e Les éléments relativement peu toxiques ou rarement toxiques quel que soit leurs

mobilités et leurs solubilités sont I'aluminium, le calcium, magnésium etc.....

e Les éléments toxiques mais relativement mobiles sont le cadmium, mercure, cuivre,

nickel, zinc, chrome, etc....

e Les éléments toxiques mais souvent peu solubles sont le titane, baryum, tungsténe...
Cette mobilité et solubilité peuvent étre différentes selon le milieu considéré. La facilité de
transfert dans la phase aqueuse de ces éléments de traces métalliques est déterminée par ordre
de leur mobilité. Ainsi, ona: Ni > Zn >Cd> Cr> Pb > Cu (Amuzu et al., 1994).

I1.2. Utilisation de la spiruline

La spiruline a été utilisée dans plusieurs domaines :

11.2.1. En santé humaine

Arthrospira platensis de par sa composition riche et variée, est incomparable.
Jusqu’a tout récemment, I’intérét pour la spiruline portait uniquement sur sa qualité nutritive.
Cependant, a I’heure actuelle, bon nombre de chercheurs étudient les effets thérapeutiques

possibles de ce microorganisme.

Quelques études cliniques montrent les effets bénéfiques de la spiruline telle que la
réduction du cholestérol et des cancers par la stimulation du systeme immunitaire,
I’augmentation des lactobacilles de la flore intestinale, la réduction de la toxicité des reins
dueaux métaux lourds et les drogues ainsi que la protection contre les radiations (Darcas,
2004).

» La lutte contre la mal nutrition
Selon le rapport de la FAO (30/10/2006), la malnutrition touche plus de 30% de la
population mondiale, et selon ’OMS et I’'UNICEF, un (01) sur trois (03) en Afrique et un
(01) sur cing (05) en Asie souffrent de malnutrition. Par sa facilité de culture, sa capacité de
récolte, son équilibre nutritionnel, la spiruline pourrait constituer une solution efficace aux
problemes de la malnutrition.
» Stimulation du systéme immunitaire
Plusieurs expériences positives ont été réalisées sur les animaux montrent que la
spiruline régulerait favorablement le systéme immunitaire en augmentant I’activation des
macrophages et les cellules naturellement destructrices (NK) (Belay et al, 2007; Parikh et al.,
2001).
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La spiruline est dotée d’une activité anticoagulante liée au Spirulane Calcique
(Sp-Ca) et au Spirulane Sodique (Sp-Na) (Parikh et al., 2001) ; d’une activité anti-
inflammatoire sur les articulations (Remirez et al., 2002) .
» Activité antioxydante

Les principaux actifs antioxydants qui conférent un statut indétronable d’antioxydant
puissant a la spiruline sont : la phycocyanine, la béta caroténe, les polyphénols, la super oxyde
dismutase (SOD) et d’autres vitamines et minéraux contenus dans cette matiere. De nombreuses
études in vitro et in vivo ont identifié cette activité potentielle de la spiruline (ou de ses extraits)
et ont montré que le traitement a la spiruline réduit significativement le stress oxydatif
(Goulambasse, 2018).

» Activité antimicrobienne

Certaines études préliminaires in vitro d’extraits de spiruline sur quelques bactéries
pathogenes (E. coli et S. aureus) ont permis d'observer un potentiel antimicrobien efficace
(Qureshi et al., 1995). Ce résultat, certifie la possession de la cyanobactérie d’un mécanisme
de défense pour lutter contre les bactéries pathogenes et donc une perspective de mettre au
point ou de développer un antibiotique (agent antimicrobien) a base de plante, sdr et
prometteur avec moins d’effets secondaires pouvant substituer a des médicaments
synthétiques (AL Ghanayem, 2017).

Les résultats des différents extraits de spiruline sur diverses bactéries n’ont pas
permis a ce jour de définir une substance anti-bactérienne particuliére mais un spectre d'action
qui serait un support pour démontrer le potentiel de cette activité sur quelques germes
pathogenes (Kuashik et Chauhan, 2008; Mehrez, 2021).

> Activité antivirale

La richesse de la spiruline en B-caroténe, en vitamine B12 ainsi que d’autres
vitamines du groupe B, depuis fort longtemps établies comme substances intéressantes dans
la lutte contre les infections virales n’explique pas entiérement le pouvoir antiviral de la
spiruline.

Il semblerait que les polysaccharides membranaires de cette algue soient aussi
impliqués dans ce processus (Andreani, 2011).

L’équipe du professeur Hayashi, de 1’American Chemical Society, a démontré
I’efficacité in vitro des polysaccharides contre la réplication de plusieurs virus enveloppés
comme les Herpes Simplex Virus (HSV), le virus de I’influenza, le virus de la rougeole, le

cytomégalovirus humain (CMV) et le VIH-I (Yougbare, 2007; Lahoucine, 2019).

33



Partie Bibliographique 11. Composition et propriétés de la Spiruline

» Activité anticancéreuse

Différentes études et analyses d’experts, ont affirmé que le béta-caroténe, un des
antioxydants implantés dans la spiruline, pourrait inverser le processus cancereux et inhiber le

déploiement des cellules cancérigenes.

Une de ces analyses confirmatives du résultat fut élaborée avec des personnes qui
avaient une leucoplasie buccale (état précancereux de la bouche). Ces derniers, ont montré apres
une prise quotidienne d’1g de spiruline pendant un an une amélioration de leur état et réussirent
a arréter le développement de la pathologie. La phycocyanine intervient aussi dans cette activité

en s’attaquant aux radicaux libres responsables du cancer (Vidalo, 2015).

La spiruline présente une activité anti tumorale liée a la phycocyanine (Parikh et al.,
2001).

> Activité anti-hypercholestérolémiante

La spiruline agit en raison de sa teneur en diverses vitamines, fer et en phycocyanine
au transport de 1’oxygene dans le sang. La spiruline réduit le taux de sucre dans le sang et va
donc influencer la pression artérielle. Il s’agit du phénoméne d’athérosclérose initié avec les
radicaux libres et oxydant le HDL. Le LDL va donc se fixer sur les parois des vaisseaux
sanguins avec plus ou moins présence de fibrome favorisant les troubles cardio-vasculaires.
(Parikh et al., 2001).

La richesse de la composition de la spiruline lui procure un effet hypolipémiant : la
phycocyanine augmente la réabsorption des acides biliaires au niveau de I’iléon, les
caroténoides, 1'acide y-linolénique, les fibres et stérols font diminuer I'absorption jéjunale et
iléale du cholestérol et inhibent I'expression de la HMG-CoA Réductase (3- hydroxyle 3-
methylglutaryl CoA Réductase) hépatique, enzyme responsable de la biosynthése du
cholestérol (Louvel , 2019).

Les acides gras essentiels abaissent le taux de cholestérol, diminuent la formation de
la plaque d’athérome et le risque d’infarctus. Ils augmentent la flexibilit¢é des membranes.
L’acide y-linoléique, précurseur des prostaglandines dont la PGE1, régule la tension artérielle
et le ralentissement de la production de cholestérol. De plus, la spiruline contient de la
vitamine PP encore appelée acide nicotinique qui est une vitamine hypocholestérolémiante
(Parikh et al., 2001 ; Mazokopakis et al., 2014).

> Autres effets

D’innombrables autres effets bénéfiques sont également rapportés pour la spiruline.

D’aprés Takai et al. (1991), la fraction soluble dans 1’eau de la spiruline a la propriété de
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diminuer le taux de glucose dans le sérum. Par ailleurs, Becker et al. Ont montré en 1986 qu’une
supplémentation en spiruline de 2,8 g 3 fois par jour pendant 4 semaines entrainait une réduction
du poids corporel chez les obéses. Elle améliore aussi les capacités sportives : par ses teneurs

en fer, en vitamine Bio,et en 3-carotene qui faciliteraient la récupération (Parikh et al., 2001).

De plus, Iwata et al. (1990) ont remarqué une suppression de 1’hypertension chez les
rats, suite a un apport de spiruline. Une hépato protection a été signalée et un effet
possible de la molécule Spirulane-sodique dans laprévention de I’athérosclérose (Yamamoto
et al., 2006 ; Chine et Kouici, 2017).

Cheng-Wu et al., ont observé que la phycocyanine et les polysaccharides de la

spiruline possédaient une activité érythropoiétique (Belay, 2002).
11.2.2. En alimentation animale

Comme pour ’homme, la spiruline renforce aussi les défenses naturelles de 1’animal.
Elle joue un grand réle dans le maintien de son systéme immunitaire, lui permet de lutter contre

certaines maladies et agit contre son vieillissement et sa fatigue.

Les chiens, les chats, les poissons et les chevaux sont les animaux pour lesquels la
spiruline et couramment utilisée. Chez les chevaux, sa consommation est tres courante pendant
la phase de croissance, de compétition ou de convalescence. Notons aussi que les bons éleveurs
de poules n’hésitent pas a ajouter de la spiruline a leur alimentation. C’est une pratique de

connaisseur qui participe a la ponte d’ceuf d’une qualité nettement supérieure (Casal, 2019).

L’influence bénéfique sur la croissance de 1’incorporation des spirulines dans la

nourriture des poulets de chair a été prouvée (Blanchot, 2008).

La spiruline est aussi utilisée comme complément nutritionnel en aquariophilie, en
aquaculture pour des effets tres spécifiques : elle favorise la croissance et la fertilité : Des études

sur les poissons d’aquarium ont montré les effets trés bénéfiques de la spiruline en ce domaine
(Kim et al., 2006).

Ainsi, les poissons d’¢levage, beaucoup plus fragiles que les poissons sauvages, sont
souvent soumis a des infections virales et/ou bactériennes quipeuvent étre catastrophiques en

bassins.

Watanuki et al., (2006) Ont mis en évidence 1’effet immunostimulant de Arthrospira

platensis chez la carpe Cyprinus carpio (Laib, 2013).
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11.2.3. En cosmétique

La Spiruline est utilisée dans les masques cryogéniques et cremes anti-age, par son
action sur le renouvellement cellulaire et la tonicité des tissus. Elle est aussi utilisée en synergie

avec d’autres algues, comme agent cicatrisant et antiseptique (Spolaore et al., 2006).

Gréace a ses propriétés anti-oxydantes qui empéchent la formation de radicaux libres,
la spiruline améliore la souplesse et 1’¢lasticité de la peau et donc retarde son vieillissement et
apporte brillance et résistance aux ongles et aux cheveux par les nutriments et les oligoéléments

qu’elle concentre (Banks, 2007).

Considéré comme un aliment « beauté » d’exception, la spiruline est utilisée
aujourd’hui dans les soins anti-ages a connotation marine, dans la préparation de produits de
soins en spa et thalasso (masques visage, enveloppements corporels), comme soins réparateurs
et fortifiants des cheveux et des ongles, en cataplasme et enveloppement marins, comme soin

revitalisant pour le corps ou masque minéralisant du visage (Casal, 2019).

11.2.4. En Agriculture

L’usage de certaines variétés d’algues comme moyen d’enrichir régulierement les
terres, amendement des terres, est un savoir-faire ancien commun aux populations du nord de
I’Europe. La généralisation de I’utilisation d’engrais chimiques aprés la deuxiéme guerre
mondiale mis fin & ce type de pratiques. Certaines sociétés aujourd’hui, se spécialisent dans
la production d’engrais biologiques.La biomasse rejetée par les cultures de spiruline pourrait
étre valorisée dans ce sens (Banks, 2007).

11.2.5. En Agroalimentaire

Elle est utilisée comme colorant naturel (la phycocyanine est un des rares pigments
naturels de couleur bleue) dans les chewing-gums, sorbets, sucreries, produits laitiers, boissons
non alcoolisées, Elle apparait également dans une gamme de produits algaux mélangee a du sel,
des tagliatelles etc. En Suisse et au Japon, il existe depuis longtemps du pain a la spiruline
(Charpy et al., 2008).

11.3. Toxicite de la spiruline
La qualité sanitaire est 1’état dans lequel se trouve le produit sur le plan
bactériologique et toxique. Un produit alimentaire quel qu’il soit, se doit de présenter une

qualité sanitaire irréprochable n’entrainant pas, chez le consommateur, des troubles de la
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santé. L’avis favorable concernant I’emploi de la spiruline dans I’alimentation humaine a été

émis par le Conseil Supérieur d’Hygiéne publique de France, en 1989. (Tabutin et al., 2002).

Il a émis I’avis suivant : « La spiruline peut étre utilisée en alimentation humaine
(entant que légumes ou condiments et non en tant que gélifiants ou épaississants) en I’état ou
incorporé¢ a d’autres denrées alimentaires. Ces algues doivent étre conformes aux
spécifications suivantes (valeurs exprimées par rapport a la matiere séche), en matiére de
toxicologie : Arsenic minéral< 3mg /Kg; Iode< 500 mg/Kg; Cadmium< 0.5mg /Kg ;
Mercure < 0.1 mg/Kg ; Etain< 5 mg/Kg ; Plomb < 5 mg/Kg (Tabutin et al., 2002)

Selon Tabutin et al.,(2002) le risque micro biologique est lié a la présence de
microorganismes ou de substances élaborées par les microorganismes. Ce risque résulte
souvent d’une maitrise insuffisante des conditions d’hygiéne au cours de la production, du
stockage, du transport ou de la commercialisation des produits. Pour les algues en sachet les
critéres micro biologiques suivants :

e Germes aérobies mésophiles a 30°C < 100 000/g ;
e Clostridium perfringens < 1/g ;

e Coliformes fécaux a 44.5°C <10/g;

e Staphylococcus aureus < 100/g ;

e Anaérobies sulfito-réducteurs a 46°C < 100/g ;

e Salmonella absente dans 25 g.

Il n'existe aucun cas de surdose de spiruline documenté dans la littérature scientifique.
Des consommateurs de plus de 10g/jour pendant plusieurs années d'affilées ne rapportent
aucun effet négatif. En ce qui concerne le risque aigue, aucune donnée ne vient fixer de limite
: des consommations de plus de 100g/jour ne semble eu aucune conséquence particuliere.
Une forte consommation de la spiruline provoque I'accumulation bénigne de caroténoides
dans la peau, lesquelles provoquer une legére coloration orangée (Falquet et Hurni, 2006;
Chine et Kouici, 2017).
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Partie Expérimentale I. Matériel et Méthodes

Partie Il : Matériel et Méthodes

Cette partie pratique a été réalisée au niveau des laboratoires suivants :

% Laboratoires pédagogiques du département des sciences agronomiques de 1’université
Amar Telidji — Laghouat ;

¢ Laboratoires de recherche en sciences fondamentales de 1’université Amar Telidji —
Laghouat ;

% Laboratoire vétérinaire régional de Laghouat.

. Matériel

I.1.Matériel biologique

Le matériel biologique ayant fait 1’objectif de notre étude est représenté par deux
souches de spiruline : Arthrospira platensis commercialisées en Algérie. Les échantillons ont
¢été acheté directement de chez le producteur (pour la souche algérienne) et I’importateur (pour

la souche Hawaiienne.

« Laspiruline algérienne, en poudre (figure 17), conditionnée dans des sachets de 259 a été
acheté de chez le Docteur HIRI qui produit cette microalgue dans des bassins de culture a
Tamanrasset. Elle a été cultivée dans un milieu de culture enrichi par les éléments minéraux
nécessaire a la croissance (milieu Hiri) ; récoltée, et séchée dans un séchoir solaire, a

I’ombre et a température ambiante.

[ 8%

e

Figure 17 : Photographie montrant un échantillon de la spiruline Algérienne.
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« La spiruline hawaienne, commercialisée en poudre conditionnées dans des sacs de 100g
(figure 18), acheté de chez son importateur, est cultivée et récoltée principalement & Kona,
Hawai, Etats-Unis dotée d'une eau de mer cristalline et propre & une profondeur de 600 m.
cette spiruline est certifiee sans gluten, végeétalienne, casher, halal et sans OGM. C'est la
seule spiruline cultivée en Zone Bio sécurisée, certifiée sans pesticides, herbicides et

polluants industriels.

Frony

CRELD
o

CENTRALSUN

HAWAIIAN SPIRULINA
PACIFICA

Nutrient rich superfood

Figure 18 : Photographie montrant un échantillon de la spiruline hawaienne.

I.1. - Matériel technique

Le matériel technique utilisé durant notre expérimentation est représenté
essentiellement par la verrerie ordinaire de laboratoire ; les différents appareillages utilisés sont
regroupés dans I’annexe 01. Les produits chimiques et milieux de culture utilisés sont a leur

tour regroupés dans I’annexe 02.

I1.Méthodes d’analyses

11.1. Méthodes d’analyses biochimiques
11.1.1. Analyse granulométrique par tamisage (NF P 18-560)

L’analyse granulométrique permet de déterminer et d’observer les différents diametres
de grains qui constituent un granulat. Pour cela 1’analyse consiste a séparer et classer a 1’aide

de tamis ces grains, constituants la poudre, selon leur diamétre.

Une prise d’essai de 100 grammes a été placé dans le tamis de diamétre le plus éleve,

une série de tamis de 2mm, 1.4 mm, 500um et 250um a été utilisée (figure 19).
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La vibration fait descendre les grains au travers les tamis jusqu’a ce qu’ils soient bloqués par le

tamis de la taille correspondante au diamétre du grain :

e Le refus désigne la partie retenue dans un tamis. Le refus cumulé représente tous les
grains bloqués jusqu’au tamis considérer (les grains du tamis considérer plus les grains
bloqués dans les tamis de mailles supérieures).

e Le tamisat ou passant désigne la partie qui traverse le tamis

Les masses cumulées des différents refus sont exprimés en pourcentage par rapport a la masse

initiale de 1’échantillon.

\ Wl

Ul

Figure 19 : Photographie montrant le dispositif utilisé pour I’analyse granulométrique.

11.1.2.Détermination de la teneur en eau et en matiére seche

La dessiccation du produit est obtenue a température de 103+2° C, dans une étuve
ventilée, a la pression atmosphérique jusqu'a I’obtention d‘une masse d'échantillon constante ;
dont la teneur en eau est égale a la perte de masse subite dans les conditions de la mesure
(Audigie, 1978).

» Mode opératoire
e Sécher une capsule vide dans I'étuve durant 15mn a 103+2°C. ;
e Tarer la capsule apreés refroidissement dans un dessiccateur ;
e Peser 2g (£0.01) de spiruline dans la méme capsule et la placer dans I'étuve réglée a
103£2°C, pendant 3 heures ;
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e Retirer la capsule de I'étuve et la placer dans le dessiccateur, apres refroidissement elle est
pesée et remise a I'étuve pendant 1 heure ;
e L'opération est répétée jusqu'ace que la différence entre deux pesées successives soit nulle.

e Pour la bonne précision des résultats, 4 répétitions sont effectuées pour chaque souche.

> Expression des résultats

_ml—mleoo
" m1l—mo0

H : taux d’humidité, exprimé en pourcentage (%) en masse ;
Mo : masse, en grammes, de la capsule vide ;
My : masse, en grammes, de la capsule et de la prise d’essai ;

mo : masse, en grammes, de la capsule et le résidu sec.

La teneur en matiere séche est calculée par la formule suivante :

Matieres seche (%) = 100% - Taux d’Humidité (%)

11.1.3. Détermination du taux de cendres (NA 732).

Le dosage des cendres est basé sur la destruction de toute matiere organique sous I'effet

de la température élevée : 550 C°.

» Mode opératoire
e Peser environ 1g de spiruline dans un creuset en porcelaine (figure 20) préalablement tarée;
e Faire passer le creuset au four a moufles a une température de 550°C pendant 5 heures ;

e Apres refroidissement retirer le creuset et procéder a la pesée ;
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Figure 20 : Photographie de la détermination du taux de cendres.
> Expression des résultats
Les résultats, exprimés en pourcentage du poids de cendres par rapport au poids initial, ont été

obtenus a partir de I’expression suivante :

msz —mgy
C=——x100
m; —my

C : Taux de cendres, exprimé en pourcentage (%) en masse ;

mo : Masse, en grammes, du creuset vide ;

m1 : Masse, en grammes, du creuset et de la prise d’essai ;

m3: Masse, en grammes, du creuset et son contenu (cendres) aprés incinération.

11.1.4.Détermination de la teneur en matiere grasse

L’extraction de la matiére grasse s’est faite par entrainement avec I’hexane par procédé Soxhlet
a partir de la poudre de spiruline. Une concentration dans 1’évaporateur rotatif est essentielle
(figure 21).

1. Extraction par Soxhlet 2. Concentration de la matiére grasse
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Figure 21 : Photographie montrant les étapes de la détermination du taux de matiere grasse.

Les résultats, exprimés en pourcentage du poids de gras par rapport au poids initial,

sont donnés par la formule suivante :

B, — B
{MG =%x 100}

MG : Taux de la matiére grasse, exprimé en pourcentage (%) en masse ;

Bp : Masse, en grammes, du ballon plein (aprés extraction) ;
By : Masse, en grammes, du ballon vide ;
P : Masse, en grammes, de la prise d’essai initiale.

11.1.5.Détermination de la teneur en protéines (NFV03-050, 1970).
La détermination de la teneur en protéines a été faite suivant la méthode de Kjeldahl
a. Mode opératoire
Etape 1 : Minéralisation
Une prise d’essai de £ 1 g de I’échantillon dans un materas (3 essais pour chaque souche)

- Un essai a blanc doit étre effectué an remplacant 1’échantillon par Sml d’eau

- Ajouter + 5¢g de catalyseur (sulfate de cuivre 2.5g + sulfate de potassium 2.5g).

- Ajouter avec précaution 10ml d’acide sulfurique concentré.

- Lancer la minéralisation = chauffer lentement le réacteur pour éliminer 1’eau présenter
jusqu’a ce qu’il n’y ait plus de mousse.

- Augmenter la température 380°c pendant 1h a 3h. (les fumées blanches apparaissent au-
dessus du liquide).

- Si le contenu de réacteur devient liquide ou de couleur paille, poursuivre la
minéralisation pendant 1h.
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- Laisser refroidir (a T° ¢ ambiant) et ajouter avec précaution 40ml d’eau distillée tout en
agitant doucement pour éviter que 1’échantillon se cristallise. (Si non remplir I’eau

jusqu’a 2/3 de materas s’il adopté 1’appareil de distillation.
Etape 2 : Distillation

- Monter ’appareil a distiller en ajoutant 50ml d’acide sulfurique (0.05mol/I) ou 50ml
d’acide borique dans une fiole de réception et s’assurer que le tube d’écoulement est
sous la surface de I’acide.

- Ajouter avec précaution 30ml de solution d’hydroxyde de sodium en versant le longe
de la paroi de materas a distiller — mélanger doucement.

- Chauffer les materas de minéralisation de facon a ce que la distillation s’effectue a
environ 10ml minute.

- Recueillir environ 120ml de distillat, puis abaisser la fiole de réception pour amener le
tube d’écoulement au-dessus de la surface de I’acide et recueillir une quantité
supplémentaire de 30ml de distillat.

- Arréter la distillation et laver le tube d’écoulement avec un peu (£5ml) d’eau distillée
en récupérant 1’eau de ringage dans la fiole (ou erlenmeyer) de réception (compléter
avec I’eau distillée si nécessaire)

- Utilisant le rouge de méthyle comme indicateur coloré.

Figure 22 : Photographie montrant 1’étape de la distillation.
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Etape 3 : titrage

- Le titrage a été effectué aussi rapidement apres la distillation par une solution d'acide
chlorhydrique (HCL) 0,25 N jusqu'a persistance du point de virage. Un essai a blanc a

été inclus dans chaque série de dosage (figure 23).

3 \:ﬂ LW
’llllﬁ;’—-

P2,

Figure 23 : Photographie montrant le titrage de la solution a analyser par I’acide chlorhydrique.
b. Expression des résultats

La teneur en azote totale, exprimée en gramme d'azote pour 100g d'échantillon, est donnée.
Le résultat de la détermination est exprimé en protéine aprés multiplication de la teneur en
azote totale par un coefficient approprié correspondant a la position du produit. La teneur en

azote totale est déterminée par la formule suivante :

(V1-V2).C.1,4
P = X
m

6,25

P: Le taux de proteine.

C : concentration de I’acide chlorhydrique (0.25N).
V1 : volume de titrage en ml.

V2 : volume de titrage de I’essai a blanc en ml.

m : masse de la prise d’essai de 1’échantillon.
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1,4 : masse atomique de I’azote.
6,25 : est le facteur de conversion de la protéine
11.1.6. Dosage des pigments : la chlorophylle a et b

La chlorophylle a et b ont été déterminés selon la méthode modifiée par Aouir (2017),
décrite par (EI-Sheekh et Fathy, 2009).

Dans ce procédé, un gramme de chaque échantillon de spiruline est mis en suspension
dans 50 ml d’acétone a 90% et agité vigoureusement avec un agitateur magnétique. Les
solutions ont ensuite été placées dans 1’obscurité a 4°C et centrifugées a 4000 (xg) pendant 10
minutes a I’aide d’une centrifugeuse (OHAUS-Frontier™ 5706). Les surnageants obtenus
(figure 24) ont été utilisés pour déterminer la concentration de chlorophylle a (Chl a) et de

chlorophylle b (Chl b) en mesurant 1’absorbance aux longueurs d’onde 649 et 664 nm.

La densité optique est lue au spectrophotometre UV / Visible (Shimadzu UV-1601 UV-
VIS Spectrophotométre). Le contenu en (mg/g) de chaque pigment a été quantifié a I’aide des
équations ci-dessous citées (Lichtenthaler et Wellburn , 1985 ; Aouir, 2017) :

Chla =13.75 - A664 —5.19 - A649 ;
Chlb = 27.43 - A649 —8.12 - A664 ;

Ou : A664 et A649 sont les absorbances respectives de 1’échantillon aux longueurs d’onde a
664 et 649 nm.

Figure 24 : Photographie des surnageants obtenus utilisés pour la détermination de la teneur en
pigments (Chla et Chlb).
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11.1.7.Dosage de la phycocyanine

Parmi les méthodes les plus précises pour mesurer la teneur en pigments il y’a la
colorimétrie. Des suspensions de 4% et 1% de spiruline dans 1’eau ont été préparé a 1’abris de
la lumiére. On procede a une centrifugation (6000 tours pendant 22 min) puis on récupére le
surnageant. Effectuer une dilution d’un facteur de 10 avec de ’eau distillée (Lafri,2017).
_aw
e

R

Figure 25 : Photographie des extraits aqueux de phycocyanine obtenus.
Afin d’optimiser 1’extraction de la phycocyanine, nous avons procédé a différents

essais :

Nous avons procédé a suivre I’évolution de la concentration et la pureté de la
phycocyanine extraite & deux concentrations, soient, 1% et 4% de spiruline dans I’eau. La
concentration de la phycocyanine a été mesurée apres 1 heure, 24, 48 et 72 heures. Les extraits

ont été placé a I’obscurité sous agitation constante (figure 26) et a température ambiante.

Figure 26 : Photographie montrant la préparation des extraits de la spiruline.
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> Expression des résultats

Le dosage de la phycocyanine a été effectué par lecture de la densité optique a 615nm,
620nm, 640nm, 652nm et 280 nm. Soit Dil le facteur de dilution en volume. Le calcul du % en

phycocyanine est réalisé selon la formule suivante :

e La concentration (C-pc) :

mg _ (Abs 620 —0.474(Abs 652))
C-pc () = 534

e La pureté de la phycocyanine est calculée par la relation suivante :
Pphyco. = DOg20 / DO2g0 | (M’Bye et al., 2011).

e Le rendement par la relation :

C —pc X Volume
Rendement (%) =(C-p )/biomasse

11.2. Méthodes d’analyses microbiologiques

Les analyses de microbiologie alimentaire destinées a détecter les agents pathogénes et
d'altération présents dans les aliments permettent d'assurer la sécurité en continu des produits
alimentaires. Ils peuvent étre pathogénes ou toxinogenes pour I’homme S’ils ont susceptibles
de détériorer ou bien de compromettre la quantité d’un produit ; ils peuvent aussi indiquer si un

produit a été traité de facon adéquate ou inversement, a été contaminée
11.2.1. Préparation de la suspension mére des diluions (NFV08-057-2, 2004)

- Introduire aseptiquement 25g a 1’aide de la balance de produit a analyser (25 g pour
chaque souche de spiruline) dans une fiole jugée stérile préalablement taré contenant au
préalable 225ml diluant (eau physiologie) (figure 27), homogénéisé. Cette suspension
constitue alors la suspension mere (SM).

48



Partie Expérimentale I. Matériel et Méthodes

Le matériel ;
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Figure 27 : Préparation de la suspension mére et des dilutions décimales.

- Introduire ensuite aseptiquement a I’aide d’une pipette en verre graduée et stérile, Iml
de la SM, dans un tube a vis stérile contenant au préalable 9 ml du diluant ; cette dilution
sera alors au 1/100 ou 1072,

- Introduire par la suite 1ml de la dilution dans un tube a vis stérile contenant au préalable
9ml du méme diluant ; cette dilution a été alors au 1/10000u 107 (figure 27).

- De laméme fagon, on procéde a la préparation des dilutions (10) et (107°) (figure 28).

Au moment de la réalisation des dilutions décimale, il est impératif de changer la pipette
entre chaque dilution.
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Figure 28 : Préparation de la suspension mere et des dilutions décimales.

Ces dilutions serviront a la recherche des germes suivants :

e Germe Aérobies Meésophiles totaux.

e Coliformes fécaux

e Anaérobies Sulfito-réducteurs et les clostridiums
e Staphylococcus aureus.

e Salmonelles
11.2.2. Dénombrement des germe aérobies mésophiles totaux (1SO4833-1, 2013)
a. Principe

Une quantité déterminée de la suspension mere, est déposée dans une boite de Petri
vide et mélangée a un milieu de culture gélosé fondu spécifié, constituant ainsi une bofite de
gélose ensemencée en profondeur. D’autres boites sont préparées dans les mémes conditions, &

partir de dilutions décimales de I’échantillon pour essai ou de la suspension mére.

Les boites sont incubées en conditions aérobies a 30 °C pendant 72 h.
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Le nombre de micro-organismes par gramme d’échantillon ou le nombre de micro-
organismes par millilitre d’échantillon est calculé a partir du nombre de colonies obtenues sur

les boites contenant moins de 300 colonies.

b. Mode opératoire

- Prendre des boites de Petri stériles.

- Au moyen d’une pipette stérile, transférer, dans chaque boite, 1 ml d’échantillon pour
essai, Si des boites sont préparées a partir de plus d’une dilution, le nombre de boites
par dilution peut étre réduit a une boite.

- Prendre une autre boite de Petri stérile. Utiliser une autre pipette stérile pour déposer 1
ml de la dilution a 1072,

- Répéter, si nécessaire, ces opérations avec les dilutions suivantes, a 1’aide d’une
nouvelle pipette stérile pour chaque dilution décimale.

- Verser, dans chaque boite de Petri, environ 12 ml a 15 ml de gélose PCA.
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Figure 29 : Recherche et dénombrement des germes aérobies mésophiles totaux.
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M¢élanger soigneusement I’inoculum au milieu de culture en faisant tourner les boites
de Petri et laisser le mélange se solidifier.

Retourner les boites ainsi préparées et les placer dans 1’étuve réglée a (30 = 1) °C,
conformément a I’ISO 7218. Incuber pendant (72 + 3) h.

Lecture des résultats

Apres la période d’incubation spécifiée, choisir les boites gélosées comportant, si
possible, moins de 300 colonies. Compter toutes les colonies sur les boites, a I’aide d’un
appareil de comptage, si nécessaire. Il est important d’inclure dans le comptage les
colonies de la taille d’une téte d’épingle ;

Les colonies envahissantes doivent étre considérées comme une seule colonie. Si moins
d’un quart de la boite est envahi par de telles colonies, compter les colonies de la partie
non envahie de la boite et calculer le nombre de colonies correspondant a la boite
entiére. Si plus d’un quart de la boite est recouvert de colonies envahissantes, ne pas

tenir compte de cette boite pour le comptage.

11.2.3. Recherche et dénombrement de coliformes fécaux (NFV08-050, 1992; NFV08-060,

2009)

Les coliformes fécaux appartiennent a la famille des Enterobacteriacées ; ce sont des

bacilles Gram-, asporulés, oxydase-, aérobies ou anaérobies facultatifs possédant I'enzyme R3-

galactosidase permettant I'hydrolyse du lactose a 35 ° C avec production de gaz (Bourgeois et
Leveau, 1991).

a.

Principe

Les coliformes se distinguent des autres entérobactéries par leurs aptitudes a

fermenter le lactose, leurs détections consistent a incuber 1’échantillon a 44°C pendant 24h a
48h dans le milieu « Violet Red Bile Lactose agar » (VRBL) (annexe 02).

b.

Mode opératoire

A partir des dilutions décimales de chaque souche allant de 102 a 10°, porter
aseptiqguement 1ml dans des boites de Pétri vides préparées a cet usage et numérotées
Compleéter ensuite chaque boite avec 15ml de gélose (VRBL) préalablement fondue
et refroidie.

Faire ensuite les mouvements circulaires et de va-et-vient en forme de « 8 » pour bien

mélanger la gélose a I’inoculum.
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Laisser les boites solidifier sur paillasse.
Incuber les boites couvercles en bas pendant 24 & 48h : A 44°C pour la recherche des

coliformes fécaux.

Lecture
Les coliformes fécaux apparaissent en masse sous forme des petites colonies de

couleur rouge fonce, brillantes de 0.5mm de diametre, dont le nombre est compris entre 30 et

300 colonies, on multiplie le nombre trouvé par I’inverse de dilution. Le résultat est exprimé

en UFC/g ou UFC/mI de produit analysé.
11.2.4. Recherche et dénombrement de Staphylococcus aureus (1ISOV0888.1, 1999)

a.

Principe

Ensemencement en surface d’un milieu gélosé sélectif, avec une quantité déterminée de de la

suspension mere. Dans les mémes conditions, ensemencement des dilutions décimales obtenues

a partir de 1’échantillon pour essai.

b.

Mode opératoire

Transférer, a I’aide d’une pipette stérile, 0,1 ml de la suspension mere, dans une boite
de milieu gélosé de Baird Parker (BPA) (voir Annexe 02). Dans le cadre des techniques
de dénombrement en microbiologie de la chaine alimentaire, le nombre de boites de
Petri a utiliser en fonction des dilutions soumises a essai est indiqué dans I’ISO 7218.
Répéter le mode opératoire pour les dilutions décimales suivantes si nécessaire.

Etaler soigneusement I’inoculum le plus rapidement possible & la surface de la boite de
milieu gélosé, en évitant de toucher les bords de la boite de Petri, a I’aide de pipette
pasteur. Laisser sécher les boites, avec leur couvercle en place, pendant environ 15 min
a température ambiante.

Retourner les boites préparées selon les instructions ci-dessus et les placer dans 1’étuve
réglée a une température comprise entre 34 °C et 38 °C pendant 24 h + 2 h. Puis incuber
a nouveau pour atteindre une durée totale de 48 h £ 4 h.

Lecture des résultats

Les colonies caractéristiques sont noires ou grises, brillantes et convexes (de 1 mm a

1,5 mm de diamétre aprés 24 h = 2 h d’incubation, et de 1,5 mm a 2,5 mm de diamétre apres

48 h +4 h d’incubation) et sont entourées d’un halo d’éclaircissement qui peut étre partiellement

opaque. Apres au moins 24 h d’incubation, peut apparaitre dans ce halo d’éclaircissement un

anneau opalescent immédiatement au contact des colonies.
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d. Confirmation

La confirmation des staphylocoques a coagulase positive est effectuée par un essai de
coagulase en tube. La confirmation peut également étre réalisée par un essai sur boite de milieu

gélosé au plasma de lapin et au fibrinogéne (RPFA).
% Essai en tube

A Taide d’un fil stérile, prélever un inoculum de la surface de chaque colonie
sélectionnée et le transférer dans un tube ou un flacon de bouillon cceur-cervelle (BHI). A I’aide
du méme fil, étaler la suspension sur un milieu non sélectif (gélose au sang ou gelose nutritive)
et incuber a une température comprise entre 34 °C et 38 °C pendant 24 h £ 2 h pour vérifier la

pureté de la colonie sélectionnée (morphologie homogene).

Incuber le bouillon cceur-cervelle, de préférence dans un bain d’eau, a une température

comprise entre 34 °C et 38 °C pendant 24 h £ 2 h.
% Test de la catalase

Le test de catalase étant aussi un examen clé de confirmation de la pureté des souches,
sur une lame propre et séchée déposer une goutte de I’eau oxygénée a 10 volumes puis a I’aide

d’une pipette pasteur boutonnée, ajouter I’inoculum bactérien. Observer immédiatement

» Lecture
e Apparition de bulles et dégagements gazeux de dioxygene : catalase +

e Pas de bulles : catalase -
11.2.5. Rrecherche de Salmonella (1ISO6579, 2002)

Pour la préparation de la suspension mere, utiliser dans le cas général comme diluant le
milieu de Pré-enrichissement spécifié eau peptonée tamponnée (EPT)ou de I’eau
physiologique : 225 ml de I’eau physiologie dans une fiole jugée avec une masse de prise

d’essai de 25g (la méme méthode pour chaque souche).
La recherche de Salmonella nécessite différentes phases successives :

v' Etape 1 : Pré-enrichissement en milieu non sélectif liquide
Ensemencement de la prise d'essai dans de I'eau physiologie a température ambiante,
puis incubation a 37 °C £ 1 °C pendant 18 h £ 2 h.
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v' Etape 2 : Enrichissement en milieux sélectifs liquides

Ensemencement du bouillon Rappaport avec 0.1 ml de I’inoculum puis incubation a 44
°Cx1°Cpendant24h+3h

v Etape 3 : Isolement et identification
A partir des cultures obtenues, ensemencement de deux milieux sélectifs solides :

- Gélose xylose lysine désoxycholate (gélose XLD). Un autre milieu sélectif solide
(Hektoen)

- Incubation du milieu gélose XLD et Hektoen a 37 °C £ 1 °C puis examen apres 24
h+3h.

- Aprés 24 h £ 3 h d'incubation, examiner les boites afin de rechercher la présence de
colonies typiques de Salmonella, ainsi que les colonies atypiques susceptibles d'étre

des Salmonella. Marquer leur position sur le dessous de la boite.

11.2.6. Recherche et dénombrement des Spores de bactéries anaérobies sulfito réducteurs
et de Clostridium perfringens (XPV08.061, 1996)

Cette méthode consiste en la recherche et le dénombrement des spores des bactéries
Anaérobies Sulfito-Réductrices et de Clostridium perfringens dans les deux souches de la

spiruline, par incorporation en gélose en tubes profonds.
a. Principe

Les microorganismes sulfito-réducteurs réduisent le sulfite de sodium en sulfure,
provoquant avec le citrate ferrique un précipité noir de sulfure de fer autour des colonies
(1014189, 2013).

Pour effectuer le dénombrement specifique des Clostridium perfringens, il est
recommandé d’incuber le milieu a 37°C et de procéder ensuite a la confirmation des colonies
caractéristiques. La flore contaminante est presque totalement inhibée par la D-cyclosérine qui

diminue également la taille des halos noirs se développant autour des colonies.

b. Mode opératoire

A partir de la dilution décimale de chaque souche :
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— Transférer environ 1 ml pour les dilutions (SM, 10, 102 ,10®) dans des tubes stériles,
qui sera par la suite soumis a un chauffage de 1’ordre de 80°C pendant 8 a 10 minutes,
dans le but de détruire toutes les formes végétatives des bactéries anaérobies sulfito-
réductrices éventuellement présentes ;

— Apres chauffage, refroidir immédiatement le flacon destiné a 1’analyse, sous I’cau de
robinet ;

— Ajouter environ 18 a 20 ml de gélose viande foie (I’annexe 02) préalablement fondue
puis refroidie a 47 °C + 1°C et additionnée de ses additifs spécifiques soit une ampoule
d’Alun de fer et une ampoule de sulfite de sodium ;

— Meélanger doucement le milieu et ’inoculum en évitant d’introduire des bulles d’air et
de I’oxygéne ;

— Laisser solidifier sur paillasse pendant environ 30 minutes, puis incuber a 37 °C pour
les anaérobies sulfito-réductrices, et 44 °C pour les Clostridium perfringens pendant 24
a 48 heures.

c. Lecture

Dénombrer toute colonie noire de 0,5 mm de diamétre, ayant poussé en masse.
11.3. Plans d'échantillonnage et d'interprétation

Selon la CINM (Commission Internationale des Normes Microbiologiques) relatives
aux denrées alimentaires, le principe de base des méthodes d'échantillonnage pour l'analyse des
produits alimentaires considére qu'un échantillon analysé donne des résultats non satisfaisants
s'il contient des germes en nombre supérieur a une limite au-dela de laquelle il devient

potentiellement dangereux et/ou s'il renferme des microorganismes dangereux.

Dans cette méthode, « m » représente la limite permettant de considérer les
¢chantillons comme acceptables (valeur< m) ou inacceptables (valeur> m). La valeur du m est
définie par les normes microbiologiques spécifiques pour chaque aliment. Pour certains

microorganismes.

Schématigquement, nous avons deux types de plan d'échantillonnage qui sont

applicables en analyses Microbiologiques des aliments :
Plan d'échantillonnage a 2 classes.

Plan d'échantillonnage a 3 classes.
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11.3.1. Plan a trois classes

Ce plan (figure 30) est désigné parce que les résultats des examens interprétés sur cette
base permettent de fixer trois classes de contamination, & savoir :

» Celle inférieure ou égale au critere « m » ;

» Celle comprise entre le critere « m » et le seuil « M » ;

» Celle supérieure au seuil « >M ».

Les critéres qualificatifs « m » et « M » , sauf autre indication , expriment le nombre de
gemmes présents dans un gramme ( g ) d'aliment et dans 25 grammes d'aliment pour les
Salmonella.

- m seuil au-dessous duquel le produit est considéré comme étant de qualité satisfaisante.

Tous les résultats égaux ou inférieurs a ce critére sont considérés comme satisfaisants

- M seuil limite d'acceptabilité au - dela duquel les résultats ne sont plus considérés

comme satisfaisants, sans pour autant que le produit soit considéré comme toxique :

M= 10 m lors du dénombrement effectué en milieu solide

M = 30 m lors du dénombrement effectué en milieu liquide

N : nombre d'unités composant I’échantillon

C : nombre d'unités de I'échantillon donnant des valeurs situées entre - m - et — M

m M

Qualité Qualité Qualité Non
Satisfaisante Acceptable Satisfaisante

Figure 30 : Représentation d’un plan d’interprétation, des résultats microbiologiques, a trois classes
11.3.2. Plan a deux classes
Ce plan (figure 31) donne des résultats permettant de déterminer 2 classes de
contaminations. Ce type de plan n'accepte aucune tolérance et correspond le plus souvent aux
conclusions :
» Absence dans (le résultat est bon et le produit jugé satisfaisant)
» Présence dans (le résultat est mauvais et le produit est déclaré impropre a la
consommation)

Ce plan est applicable aux contaminations par les Salmonella dans notre étude.
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. __________________________________________________________________________________________________________________________________________|]

[ Qualité Satisfaisante ] Qualité Non Satisfaisante ]

Figure 31 : Représentation d’un plan d’interprétation, des résultats microbiologiques, a deux classes

11.4. Evaluation de I’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne, de la spiruline et celle des extraits aqueux (de
phycocyanine) des deux souches de spiruline, a été évaluer sur cinque souches microbiennes

(tableau 07).

Tableau 07 : Caractéristique des souches microbienne testées

Bactéries Références Type
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 Gram -
Bacillus cereus ATCC 11778 Gram+
Staphylococcus aureus ATCC 43300 Gram+
Escherichia coli ATCC 25922 Gram-
Salmonella enteritidis ATCC 213076 Gram -

% Antibiotiques pour la comparaison positive

En testant I'activité des extraits et de la spiruline sur les cinque especes bactériennes,
deux antibiotiques ont été utilisés afin de comparer I'activité biologique des extraits ou de la

spiruline avec ces deux antibiotiques :

- Fosfomycin SD205-1CT
- Nalidixic acid NAL30ug

11.4.1. Préparation des extraits de Spiruline
» Les extraits de la phycocyanine de concentration de 4% et 1%

Pour tester 1’effet antibactérien, des extraits aqueux de la spiruline ont été préparés. 4
g (pour obtenir un extrait de concentration de 4%) et1 g (pour obtenir un extrait de
concentration de 1%) de chaque poudre de spiruline (Algérienne et Hawaiien) ont été dissoutes

dans 100 ml d'eau distillée dans quatre erlenmeyers stériles et agités a 1’aide d’un agitateur
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magnétique pendant une heure, puis les solutions obtenues ont été centrifugées a 6000 tr/min

pendant 20min.
> Préparation de la spiruline

La spiruline a été utilisée en solution, pour cela différentes concentrations ont été testées :
100%, 75%, 50% et 25% de spiruline dans 1’eau distillée stérile.

11.4.2. Antibiogramme
Réalisé selon Standardisation Medveto (2008)
a. Milieu utilise

- Gélose Mueller Hinton (MH) (voir annexe 02), coulée en boites de Petri sur une épaisseur

de 4mm.
- Les géloses sont laisser se solidifier avant I’emploi.
b. Préparation de I’inoculum

— A partir d'une culture pure sur milieu d'isolement, des 5 bactéries testées citées dans le
tableau 08, racler a l'aide d'une anse de platine quelques colonies bien isolées et
parfaitement identiques ;

— Décharger I'anse dans 5 a 10ml d'eau physiologique stérile 2 0,9 % ;

— Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0,5
McFarland ;

— L'inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s'il est trop faible, ou bien de I'eau
physiologique stérile s'il est trop fort ;

— L'ensemencement doit se faire dans les 15mn qui suivent la préparation de 1’inoculum.

c. Ensemencement

— Ensemencer l'inoculum (turbidité ajustée a 0.5 McFarland) en surface par un écouvillon
et laisser sécher les boites pendant cing minutes ;

— Dans le cas ou I'on ensemence plusieurs boites de Petri, il faut recharger I'écouvillon a
chaque fois. ;

— Imprégner des disques stériles de 7mm (papier wattman) par 10 pl de chaque extrait ;

— Déposer les disques a la surface du milieu de culture a I’aide d’une pince stérile et

presser doucement pour assurer leur contact avec la surface de milieu ;
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d. Application des disques d*antibiotiques

— 1l ne faut pas mettre plus de 6 disques d'antibiotiques sur une boite de 90mm de
diameétre. Les disques d\'antibiotiques doivent étre espacés de 24mm, centre a centre.

— Presser chaque disque d'antibiotique a l'aide de pinces bactériologiques stériles pour
s'assurer de son application. Une fois appliqué le disque ne doit pas étre déplacé.

— Incuber a 37°C pendant 24heures.
e. Lecture

— Mesurer avec précision les diametres des zones d'inhibition a l'aide d'un pied a coulisse
métallique, a I'extérieur de la boite fermée.
— Comparer les résultats de Il'activité biologique des extraits de la spiruline et de la

spiruline avec l'activité des antibiotiques.
I11. Analyses statistiques

Le logiciel " IBM SPSS Statistiques version 25 " (SPSS Version 25, Spss Inc. Chicago, Illinois,
USA, 2017) a été utilisé pour toutes les analyses statistiques. Une analyse de variance
unidirectionnelle (test ANOVA a 1 facteur) avec un seuil de signification de 95 %, a été
appliquée pour tester la différence entre la Spiruline Algérienne et la Spiruline Hawaienne, et
tous les critéres étudiés (Taux d’humidité, pH, taux de matiére grasse, etc...) ont été prisent

comme des paramétres d’étude.
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Partie I11. Résultats et Discussions

I1.1. Résultats des analyses physicochimiques

11.1.1. Analyse granulométrique
L'analyse granulométrique permet de déterminer et d'observer les différents diametres de grains
qui constituent un granulat ou une poudre. Pour cela I'analyse consiste a séparer et classer a l'aide

de tamis ces particules selon leur diamétre.

Les spirulines étudiées dans ce travail se présentent sous forme de poudre. Les résultats de leurs

granulométries sont regroupés dans le tableau 08.

Tableau 08 : Résultats de la détermination de la granulométrie de la poudre des deux spirulines.

Diamétre >2mm 2mm 1,4mm >500um 500pm 250pum

Sp. Algérienne 2.98 4.82 48.32 / 26.76 17.12
(%)

Sp. Hawaienne / / / 0.66 49.76 49.58
(%)

La figure 32 montre I’hétérogénéité de la poudre de la spiruline algérienne, Cette derniére peut
étre classée en tant qu’une poudre modérément fine ; La spiruline de Hawali est considérée comme

étant une poudre trés fine.

Figure 32 : Photographie montrant I’aspect des différentes fractions de la spiruline de Tamanrasset issu apres

I’analyse granulométrique
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Dans le domaine pharmaceutique, 1’analyse granulométrique revét une importance

d’autant qu’elle conditionne en partie ’activité des médicaments.

Parmi les conséquences technologiques de la granulométrie d’une poudre, nous pouvant citer Son
influence sur : La rhéologie : ’augmentation du degré de finesse entraine généralement une
diminution de la fluidité ; Le pouvoir adsorbant des poudres; La stabilité des suspensions ;

L’homogénéité et la stabilité des mélanges de poudres

Ainsi et suite a la préparation de spiruline en forme galénique, des comprimés, cette
granulométrie peut avoir un effet sur la qualité des comprimeés : régularité de dosage, dureté

friabilité...etc.

En outre, cette granulométrie peut avoir un effet sur la biodisponibilité des principes actifs peu

solubles administré sous forme solide et sur leur vitesse de dissolution.

La stabilité physicochimique de la spiruline peut aussi étre liée a sa granulométrie :
I’augmentation du degré de finesse entraine une augmentation de la surface, donc de la réactivité
de la substance avec tous ses risques de dégradation. Ainsi, les caractéres organoleptiques :
augmentation du degré de finesse entraine une augmentation de surface de contact avec les papilles
gustatives et s’accompagne souvent de sensation d’amertume, Le goQt est donc influencé par la

finesse de la poudre de spiruline (Anonyme 2020).

11.1.2. Taux d’humidité
Les boites @ moustache (fig. 33) représentent les différentes valeurs du taux d’humidité
dans les deux spirulines, ce taux varie légérement ; notons que la valeur maximale et la valeur

minimale étant marquées dans la spiruline algérienne.

D’apres le tableau 09, le taux d’humidité de la spiruline algérienne a affiché sa valeur
maximale et atteint 8.82%, et une valeur minimale dans la méme souche avec une valeur de 7.10%.
De plus, I'analyse ANOVA unidirectionnel confirme que la variation en taux d’humidité entre les
deux souches de spiruline est non significative avec la valeur (P = 0,698). Dans notre étude, le taux

d’humidité moyen enregistré dans la spiruline Hawaienne est de 1’ordre de 7,81 + 0,301.
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Figure 33 : Planche représentative des boites a moustache des différents taux d’humidité (%) de la Spiruline
Algérienne et la Spiruline Hawaienne.
Tableau 09 : Statistiques descriptives, et analyse de variance (ANOVA a 1 facteur) des taux d’humidité (%) dans la
Spiruline Algérienne et la Spiruline Hawaienne.

Taux d’humidité (%) Max (%) | Min (%) | Moy + Ecart type (%) | Valeur de P
Spiruline Algérienne 8,82 7,10 7,98 £ 0,791 0,698
Spiruline Hawaienne 8,24 7,6 7,81+ 0,301

0,1 : Non significative / 0,001** : Significative / 0,0001*** : Hautement significative.

Nos résultats sont semblables a la teneur en humidité de la spiruline 7.08+ 0.96 % trouve
par M’Baye et al (2011). Et semblables aux résultats de plusieurs travaux qui sont tous inférieurs
a 10 (Espiard, 2002 ; Lounici, 2010 ; Aouir,2017 ; Lafri, 2017).

La teneur en humidité des deux souches de spiruline est inférieure de 10%, conditions
recommandées pour le stockage a long terme des poudres de cette micro-algue (Becker, 1995). Un
taux d’humidité résiduel limite se situe vers 8% au-dela duquel la croissance de moisissures et de

bactéries devient possible (Belay, 1997).

11.1.3. Taux de matiére seche
Les résultats du Taux de matiere seche la spiruline Algérienne et hawaienne sont

représentes par le tableau et la figure 34.
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Les boites a moustaches de la figure 34, montrent que les teneurs en matiere seche dans les
deux souches de spiruline analysées varient Iégerement, notons que la valeur maximale et la valeur

minimale étant marquées dans la spiruline algérienne.
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Figure 34 : Planche représentative des boites & moustache des différents taux de la matiére seche (%) de la Spiruline

Algérienne et la Spiruline Hawaienne.

Suivant le tableau 10, la teneur en matiére seche de la spiruline peut toucher un maximum
de 92,90%, et un minimum de 91,18% dans la spiruline algérienne. Le test ANOVA
unidirectionnelle confirme qu’il n’existe pas une différence significative entre ces teneurs de et la
valeur P trouvée est (P = 0,698). Le taux de matiére seche dans la spiruline dans notre étude varie

de 92,017% + 0,791 chez la spiruline algérienne et 92,190 + 0,301 % chez la spiruline hawaienne.

Tableau 10 : Statistiques descriptives, et analyse de variance (ANOVA a 1 facteur) des taux de la matiere séche (%)

dans la Spiruline Algérienne et la Spiruline Hawaienne.

Taux de la matiére seche (%) | Max (%) | Min (%) | Moy + Ecart type (%) | Valeur de P

Spiruline Algérienne 92,90 91,18 92,017 + 0,791 0,698

Spiruline Hawaienne 92,40 91,76 92,190 + 0,301

0,1 : Non significative / 0,001** : Significative / 0,0001*** : Hautement significative.

11.1.4. Taux de cendre
D'apres les boites a moustaches de la figure 35, les teneurs en taux de cendres des deux
spirulines étudiées varient considérablement, les valeurs maximales étant observées chez la

spiruline hawaienne et les valeurs minimales chez la spiruline algérienne.
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Figure 35 : Planche représentative des boites a moustache des différents taux de cendre (%) des Spiruline

Algérienne et Spiruline Hawaienne.

Selon le tableau 11, la teneur en cendres dans la spiruline hawaienne a atteint un maximum
de 11 % alors que la spiruline algérienne présente le minimum de la teneur en cendres avec un
taux de 8 %.

Tableau 11 : Statistiques descriptives, et analyse de variance (ANOVA a 1 facteur) des taux du cendre (%) dans les

Spiruline Algérienne et Spiruline Hawaienne.

Taux du cendre (%) Max (%) | Min (%) | Moy + Ecart type (%) | Valeur de P
Spiruline Algérienne 8,91 8 8,455 + 0,525 0,003**
Spiruline Hawaienne 11 9,90 10,225 £ 0,518

0,1 : Non significative / 0,001** : Significative / 0,0001*** : Hautement significative.

La différence de la teneur en cendres entre les deux spirulines a été confirmée par I'analyse
ANOVA unidirectionnelle avec (P = 0,003**). Le taux de cendres moyen de la spiruline algérienne
dans notre étude est de 1’ordre de 8,455 + 0,525 et il est de 10,225 + 0,518 % pour la spiruline

hawaienne.

Les cendres représentent la quantité totale en sels minéraux présents dans une substance.
Nos résultats montrent que la spiruline hawaienne présente une teneur relativement élevée. La
teneur trouvée est supérieure a celle rapportée par Aouir (2017) qui est de I’ordre de 9.20 £ 0.113
%. La teneur en cendres trouvée dans la spiruline Algérienne est semblable a celle trouvée par
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M’Baye et al. (2011) égale a 8.33+£0.98%. Bensehaila et al (2015), a signalé un taux de cendres de
6.88 £ 0.05%.

D’une maniére générale, le contenu en cendres de la spiruline est compris entre 7 a 10% : valeurs

recommandes par Jourdan (2011).

On peut lier la différence de ces résultats a la différence des conditions de culture : Des
enrichissements dans le milieu de culture en Zn, Fe, Se peuvent fortement augmenter la teneur en

ces minéraux de la Spiruline (Kiet et al. 1994).

11.1.5. Détermination du potentiel d’hydrogene (pH)

Les résultats du pH de deux souches de spiruline sont représentes par le tableau et la figure.

Les boites a moustache (figure 36) représentent les différentes valeurs de pH dans les deux
spirulines, une variation nette et claire peut étre observée avec des valeurs maximales dans la

spiruline algérienne, et des valeurs minimales dans la spiruline hawaienne.

Tableau 12 : Statistiques descriptives, et analyse de variance (ANOVA a 1 facteur) des pH des Spiruline Algérienne

et Spiruline Hawaienne.

Ph Max Min Moy * Ecart type Valeur de
P
Spiruline Hawaienne 9,20 9,07 9,113 £ 0,075 0,0001***
Spiruline Algérienne 6,16 6,16 6.16 + 0,000

0,1 : Non significative / 0,001** : Significative / 0,0001*** : Hautement significative

D’apres le tableau 12, le pH de la spiruline algérienne a affiché sa valeur maximale et
atteint 9,20, et une valeur minimale au niveau de la spiruline hawaienne avec une valeur de 6,16.
De plus, lI'analyse ANOVA unidirectionnel confirme que la variation du pH entre les deux
spirulines est hautement significative avec la valeur (P = 0,0001***). Dans notre étude, le pH
moyen enregistré dans la spiruline algérienne et hawaienne se situe dans la plage de variation de
9,113 £ 0,075 et 6.16 + 0,000 respectivement.
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Figure 36 : Planche représentative des boites a moustache des différents pH des Spiruline Algérienne et
Spiruline Hawaienne.
Nos résultats semblent ne pas étre conformes aux normes frangaises qui recommandant
un pH entre 7 et 9 pour la spiruline. Nos deux échantillons e spiruline présentent des valeurs de
pH en dehors cette fourchette : la spiruline algérienne présente un pH légérement élevé (9,113 +

0,075) et la spiruline Hawaienne un pH lIégerement acide (6.16 + 0,000).

Selon les résultats de Benahmed et al., (2011), la spiruline présente un pH acide a une valeur de
6.81.

Selon Jordan (2013), l'alcalinité est habituellement apportée par du bicarbonate de sodium
qui peut étre remplacé en partie par de la soude caustique ou du carbonate de sodium qui ont
d'ailleurs l'avantage de relever le pH initial du milieu de culture. Il faut ajoutez Na,COs trées
doucement a la culture pour éviter le choc de pH (Fox ,1999). Le Dr. Hiri ajoute du Natron, une
sorte de roche naturelle alcaline. La présence de résidu de cette terre peut étre lié au pH

relativement éleve de la spiruline algérienne.

En revanche, il est connu que si la spiruline est séchée a une température assez élevée (60
a 65°C) et qu’elle est réhydratée, ses cellules s’éclatent, entrainant ainsi un abaissement de pH,
parfois jusqu’a avoir la valeur 5. Le pH obtenu est d’autant plus bas que la spiruline est bien

essorée, ce bas pH serait di a I’acidité interne des cellules, et/ou a la fermentation commengante

(Jourdan, 2012).
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11.1.6. Taux de Protéine

D’apreés la figure 37, les teneurs en protéines des deux spirulines varient considérablement,

les valeurs maximales étant observées chez la spiruline hawaienne et les valeurs minimales chez

la spiruline algérienne.
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Figure 37: Planche représentative des boites a moustache des différents taux de protéine (%) de la Spiruline

Algérienne et de la Spiruline Hawaienne.

Selon le tableau 13, la teneur en protéines dans la spiruline hawaienne a atteint un

maximum de 34,26 % et un minimum de 27,07 % chez la spiruline de Tamanrasset. La différence

significative dans teneur en protéines entre les deux spirulines étudiées a eté confirmée par

I'analyse ANOVA unidirectionnelle avec (P = 0,001**). Le taux de protéines moyen de la spiruline
de Hawai et de Tamanrasset dans notre étude varie entre 33,200 + 1,060 % et 27,663 + 0,549 %

respectivement.

Tableau 13: Statistiques descriptives, et analyse de variance (ANOVA a 1 facteur) des taux de protéine (%) dans les

deux souches étudiées de spiruline.

Taux de protéine (%) Max (%) | Min (%) | Moy + Ecart type (%) | Valeur de P
Spiruline Algérienne 28,17 27,07 27,663 = 0,549 0,001**
Spiruline Hawaienne 34,26 32,14 33,200 £ 1,060

0,1 : Non significative / 0,001** : Significative / 0,0001*** : Hautement significative.
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La spiruline (SH) présente une teneur en protéines qui semble étre proche de celle de la
spiruline de Cameroun 36.09% +4.64 (Baadi et Menadi, 2014). Notons aussi que nos résultats sont

tres faibles par rapport a ceux rapportés par plusieurs auteurs (Aouir, 2017).

Selon Pierlovisi (2007) les teneurs de protéines varient cependant en fonction du moment
de la récolte et de la technique de séchage utilisée : elles seront maximales quand la spiruline sera
récoltée en début de photopériode et quand le séchage se fera par pulvérisation.

La teneur en protéines peut décroitre de 10 a 15% selon le moment de la récolte, celle en
méthionine (AA soufré) de 30% selon le mode de séchage. Les conditions pour une teneur
optimum sont une récolte au début de la photopériode et un séchage par pulvérisation au détriment
des tambours chauffants (AFAA, 1982 ; Fox, 1999 ; Falquet et Hurni, 2006).

Ainsi, le mode de séchage appliqué a la spiruline et surtout la température influencent la
teneur en protéines : aprés une éventuelle dénaturation : une diminution du taux de protéines peut
étre observeé par suite d’une combinaison des protéines en réaction de Maillard (Cheftel et Cheftel,
1979 ; Desmorieux et Hernandez, 2004 ; Lounici, 2010).

Dans notre cas le couvercle du minéralisateur de 1’université était détruit, raison pour
laquelle, nous pouvons dire qu’une perte de 1’azote gazeux dégagé lors de la minéralisation peut

justifier le taux faible de protéines trouvé.

I1.1.7. Taux de la matiére grasse
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Figure 38 : Planche représentative des boites a moustache des différents taux de la matiére grasse (%) des Spiruline

Algérienne et Spiruline Hawaienne.
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Tableau 14 : Statistiques descriptives, et analyse de variance (ANOVA a 1 facteur) des taux de matiére grasse (%)

dans les Spiruline Algérienne et Spiruline Hawaienne.

Taux de protéine (%) Max (%) | Min (%) Moy * Ecart type Valeur de P
(%)
Spiruline Algérienne 17,51 11,47 14,473 £+ 3,020 0,999
Spiruline Hawaienne 16,50 12,01 14,476 + 2,277

0,1 : Non significative / 0,001** : Significative / 0,0001*** : Hautement significative.

Bien que dépendant des variations du et les conditions du milieu de culture tel que ; la

température, intensité de la lumiére et disponibilité de I’azote, et avec un taux de 0,986% (Falquet

et Hurni,2006), et aussi les enrichissements du milieu de culture par Zn, Fe, Se peuvent possible

d’enrichir la Spiruline en acides gras (Kiet et al. 1994).

11.1.8. Dosage de chlorophylle aet b
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Figure 39 : Histogrammes représentatifs de la teneur en chlorophylle a et chlorophylle b des deux spirulines.

La teneur en chlorophylle a est de 1’ordre de 120 mg/g et 91.99 mg/g dans la spiruline

algérienne et hawaienne respectivement. Le taux de chlorophylle b descend a 5.44 mg/g pour la

spiruline hawaienne et 86.98 mg/g dans la spiruline algérienne (fig. 39). La couleur verte de la

spiruline algérienne témoigne cette richesse.

La teneur en chlorophylle varie en fonction des conditions de culture (zarrouk,1999). Selon

Kumar et al. (2011), les processus métaboliques et la composition biochimique des cellules micro

algales sont affectés par la température du milieu de culture et la température de croissance
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optimale dépend habituellement de la souche. Dans leur étude, a une température de croissance de

35 °C, la plus forte valeur de I’accumulation de Chla étant de 1,54 %.

Le séchage au plein soleil en plein air est le plus rapide et le moins colteux, mais il a des
inconvenients : il risque de bleuir en surface par destruction de la chlorophylle par les ultra-violets
; apres broyage ce bleuissement n'est plus perceptible (Jourdan, 2012).

11.1.8. Extraction de la phycocyanine (des Extractions aqueuse)

Les résultats des extractions aqueuses de la phycocyanine a différentes concentrations et
différents temps d’extraction sont représentés dans la figure 40 et la figure 41

En ce qui concerne le rendement d’extraction de la phycocyanine, les résultats obtenus
montrent que le meilleur rendement a ét¢ enregistré entre 24 a 48 heures d’extraction avec agitation
et a température ambiante. Un rendement d’extraction de I’ordre de 54% et 53% a été enregistré
dans la spiruline hawaienne apres 24 h et 48 h respectivement et a une concentration de 1% : la
concentration de 4% pour la méme spiruline enregistre des rendements d’extractions plus faibles

de I’ordre de 34% et 38% pour le méme temps d’extraction, soit apres 24 et 48h respectivement.
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Figure 40 : Histogrammes des rendements d’extraction de la phycocyanine
La spiruline algérienne présente un rendement d’extraction de I'ordre de 32% a la

concentration de 4% et un rendement de I’ordre de 38% a la concentration de 1%.
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Cela signifie qu’une faible concentration (ici 1%), permettant une bonne dissolution de la

phycocyanine, donne de meilleurs rendements d’extraction surtout Si cette derniere dure 24 a 48h.

Selon Minh et al. (2014), Le rendement en phycocyanine peut varier selon la méthode
d’extraction. Les extractions a partir de matiere fraiche ont permis d’avoir les rendements les plus
élevés. La stabilité des extraits est trés sensible a la température de conservation, Par ailleurs, les
extraits de phycocyanine conservés a 4°C et a des pH plus acides se sont révéles les plus stables

et les plus concentrés.

La concentration de la phycocyanine dans les différents extraits est représentée dans la figure 41.
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Figure 41 : Cinétique de 1’évolution de la concentration en phycocyanine dans les différents extraits.

Nous remarquons que la spiruline de Hawai est plus concentrée en phycocyanine (1.51
mg/ml pour I’extrait de la solution de 4% de spiruline aprés 48h d’extraction et 0.53 mg/ml pour
I’extrait de la solution de 1% de spiruline apres 48h d’extraction). La spiruline Algérienne est
moins concentrée en phycocyanine (1.28 mg/ml pour I’extrait de la solution de 4% de spiruline
aprés 48h d’extraction et 0.38 mg/ml pour I’extrait de la solution de 1% de spiruline aprés 48h

d’extraction).

Ainsi, la composition du milieu de culture de la spiruline intervient : il semblerait que le
nitrate de sodium NaNO3 est nécessaire pour la synthése des acides aminés, qui composent les

protéines et d'autres composants cellulaires comme les chlorophylles et la phycocyanine.
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L’intensité lumineuse, la souche ainsi que les conditions de culture semblent avoir un

effet sur la teneur en phycocyanine (Ab Dei Baky et al.,2004 ; Colla et al.,2007).

A partir de la figure n. 41, on remarque que le taux de phycocyanine augmente avec le
temps d’extraction jusqu’a 48h, cela est di au temps nécessaire pour la solubilisation de la
spiruline et donc le démasquage se la phycocyanine. Apres ce temps, une baisse de la concentration

en phycocyanine a été observée. Cela peut étre di a une autolyse de ce pigment sensible.

Selon Lafri et al, (2017), six méthodes d’extraction ont été testées (eau, congélation,
sonification, solvant, séparation biphasée et macération par le glycérol). La séparation biphasée

semble étre la méthode qui donne les extraits les plus concentrés.

Concernant la pureté, seul I’extrait de la spiruline algérienne, 1% de spiruline dans I’ecau

pendant 72h, a preésenté une pureté égale a 0.43 (figure 42).
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Figure 42 : Histogrammes représentant la pureté des extraits de la phycocyanine

D’aprés Palomare et al.,(2001). Une pureté de C-phycocyanine de 0,7 est considérée
comme grade alimentaire, 3,5 comme grade réactive, cependant si elle est supérieure 4, elle est
considérée comme grade analytique. Nos valeurs indicatives montrent que cette extraction n’est

pas de I’ordre alimentaire.

11.2. Les résultats des analyses microbiologiques
Les résultats des analyses microbiologiques effectuées sur les deux poudres de spiruline

sont regroupés dans le tableau suivant :
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Tableau 15 : Résultats des germes recherches dans les deux souches de spiruline.

Echantillon
Spiruline Algérienne | Spiruline Hawaienne Normes
Germe (UFC) (UFC) européenne,
2019
GAMT 4 30°C 24.103 3.103 <100000 /g
Abs Abs
Coliformes fécaux <10/g
Anagérobies sulfito- 100 70 <100/g
reducteurs
Staphylococcus aureus Abs Abs
<100/g
Clostridium
perfringens 20 50 <l/g
Salmonelles Abs Abs Abs dans 259

UFC : Unité formant colonie ; Abs : Absence.
Les résultats des analyses microbiologiques (UFC/g) de la spiruline, comme indiqué sur le
tableau 15, montrent une absence totale des germes de genre : Coliformes fécaux, Staphylococcus
aureus et Salmonella. Cela peut étre expliqué du fait des conditions extrémes de la culture et la

production de la spiruline, qui ne favorisant pas la multiplication de ces germes.

On remarque aussi une charge faible en germes mésophiles totaux et des Anaérobies

sulfitoreducteurs qui restent dans les normes recommandées (tableau 15).

Cependant la présence des Clostridium perfringens dans les deux souches de la spiruline

(figure 43) peut affecter la qualité organoleptique et microbiologique de la spiruline.

Les résultats des analyses microbiologique de notre étude ont montré la présence d’une

contamination des deux souches de spiruline avec les C. perfringens.

L’évaluation de la qualité microbiologique des deux souches de spiruline en poudre
commercialisée en Algérie, a montré que les deux spirulines sont jugées de qualité

microbiologique dangereuse.

C. perfringens est une bactérie sporulée. On la retrouve dans le sol, la poussiere, les eaux
d'égout et les intestins des animaux et des humains. Une fois consommeées, les spores produisent

dans le tractus intestinal des toxines (poison) qui peuvent nous rendre malade (Anonyme , 2012).
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T T

g -

Figure 43 : Photographie montrant le résultat de la recherche de Clostridium perfringens.

.

La gastro-entérite débute dans les 6 a 24 heures qui suivent 1’ingestion de I’aliment
contaminé avec C. perfringens. Les symptdmes les plus fréquents sont la diarrhée aqueuse et les
crampes abdominales. Bien qu’elle soit généralement d’intensité 1égére, 1’ infection peut entrainer
une douleur abdominale, un ballonnement abdominal (distension) engendré par des gaz, une
diarrhée grave, une déshydratation et une baisse importante de la tension artérielle (Thomas et
Boyce, 2019).

Des bactéries du genre Clostridium ont été identifiées dans des compléments alimentaires
vendus en Europe et contenant de la spiruline : les trois lots testés, issus d’un méme fabricant,

excédaient Les normes admises dans 1’alimentation, deux présentant des teneurs supérieures a 107

UFC/g (Hoekstra, 2011).

Cause d’entérite et d’empoisonnement de la nourriture par les toxines. Elle tolere un pH
maximum de 8,5, optimum 6,0-7,6. Détruit a 70°C en 30 & 60minutes. Spores détruites a 90°C en
30 minutes (chaleurs humide) (Fox, 1999).

Une étude menée sur 31 échantillons commerciaux de spiruline vendus sur le marché grec
a mise en évidence des contaminations bactériennes (Vardaka, 2016): 469 espéces bactériennes
hétérotrophes ont été mises en évidence, dont certaines peuvent étre pathogenes parmi les genres
identifiées Pseudomonas, Flavobacterium, Vibrio, Aeromonas, Clostridium, Bacillus,
Fusobacterium, Enterococcus. La viabilité de ces espéces n’a pas été évaluée. Les lieux de

production des échantillons étaient tres variés.
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11.3. Les résultats de I’antibiogramme
Les résultats de 1’activité antibactérienne des antibiotiques et de la spiruline ainsi que les
extraits de la phycocyanine ont conduit aux résultats suivants, notés sur Escherichia coli

seulement (pour les autres germes aucune activité antibactérienne n’a été prouvee) :

Tableau 16 : Diamétres d’inhibition de E. coli

Substance testée Diamétre d’inhibition (mm)
Fosfomycin SD205-1CT 25-35

Nalidixic acid NAL30ug 25-35

Extrait phycocyanine 1% /

Extrait phycocyanine 4% /

Solution spiruline 1% /

Solution spiruline 4% 25 mm

Solution spiruline 25% /

Solution spiruline 50% /

Solution spiruline 75% /

En testant I'activité des extraits et de la spiruline sur les cinque especes bactériennes, seule
la solution de spiruline a 4% a présenté un effet inhibiteur. E. coli étant sensible a la solution de
spiruline a 4% dans 1’eau avec un diamétre de 25mm. Cependant des solutions de spiruline a 25%,
50% et méme 75% n’ont présenté aucune activité antibactérienne. Cela peut étre due a la forte

concentration qui a empécher la solubilisation des principes anti E.coli.

D’apres Lahoucine (2019) Les résultats de 1’activité antibactérienne, montre que la
spiruline exerce une activité inhibitrice vis-a-vis E. coli et Staphylococcus aureus avec des
diametres d’inhibition de 17 mm et 18mm respectivement. L’effet inhibiteur de la spiruline était

plus important contre la souche Staphylococcus aureus par rapport a la souche E. coli.

76



CONCLUSION



Conclusion

Notre travail a porté sur une comparaison des résultats des analyses physicochimiques
et des analyses microbiologiques de deux spirulines en poudre commercialisées en Algérie et
ce dans le but d’évaluer la qualité alimentaire en termes de composition en nutriments majeurs :
taux d’humidité, matiére grasse, protéines, cendres, et le degré de contamination par la
recherche des germes aérobies mésophiles totaux, Les anaéerobies sulfito-réducteurs, les
coliformes fécaux et les germes du genre Salmonella, Clostridium perfringens et
Staphylococcus aureus. Ainsi nous avons testé différentes fagons d’extraction de la
phycocyanine et étudier ’activité antibactérienne de différentes solutions et extraits de la

spiruline.

L’étude de la qualité physicochimique a révélé une différence significative entre les
deux spirulines dans la teneur en protéines, la spiruline de Hawai présente un taux de protéines
de 33,200 + 1,060 % et celle de Tamanrasset 27,663 * 0,549 % de protéines. Le taux de cendres
présente aussi une différence significative : 8,455% + 0,525 pour la spiruline Algérienne et
10,225 £ 0,518 % pour la spiruline hawaienne. Le pH des deux souches présente une différence

hautement significative. La teneur en matiére grasse et en humidité étant presque la méme.

La spiruline algérienne est plus riche en chlorophylle : 178.97 mg/g contre 126.17 chez

la spiruline de Hawalr.

En ce qui concerne le rendement d’extraction de la phycocyanine, un rendement
d’extraction de I’ordre de 54% et 53% a ¢€té enregistré dans la spiruline hawaienne apres 24 h
et 48 h respectivement et a une concentration de 1% : la concentration de 4% pour la méme
spiruline enregistre des rendements d’extractions plus faibles. Nos extraits ne présentent pas

une pureté de I’ordre alimentaire (un maximum de 0.4).

L’étude de la qualité microbiologique a révélé des teneurs en Clostridium perfringens
dépassant les normes européennes (2019), ce qui rend les deux spirulines d’une qualité

microbiologique non satisfaisante.

L’¢tude de I’activité antibactérienne a montré que Escherichia coli était sensible a un
traitement avec la solution aqueuse a 4% de spiruline de Hawali. Les autres extraits et solutions

n’ont exercé aucune activité antibactérienne sur les germes testés.

A la fin de cette étude, la variation de la composition de la spiruline peut étre liée a ces
différents paramétres : elle varie selon les conditions de culture, la période de récolte, I'origine

géographique, le procédé de récolte, de séchage, de broyage, de conditionnement, mais aussi
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par le taux d'ensoleillement et par le fait que certains industriels supplémentent les milieux de
culture afin que la spiruline produite soit plus riche en fer, en zinc ou encore en acides gras
(Goulamabasse,2018).

En perspectives :

Nous pouvons dire que la composition de la spiruline pour une méme souche peut étre

tres différentes en fonctions des conditions citées dans le paragraphe précédent.

Un contrdle de sa culture dans des conditions déterminées et 1’études de sa qualité
physicochimique dans les mémes conditions serait souhaitable pour pouvoir déterminer les

conditions de culture, de récolte ou de séchage déterminant un composant déterminé.

La Spiruline ne remplace pas les aliments caloriques tels que le manioc, le riz, le blé, la

pomme de terre ou le mais, mais c'est un ingrédient idéal de la sauce protéinée.

Des dizaines de milliers d'enfants a travers le monde sont traités avec succes avec la
spiruline. Cette échelle est sans aucun doute une preuve suffisante de son efficacité et de son
innocuité en situation réelle (Hug et Denis von der, 2011).

Enfin, il existe de nombreuses possibilités de joindre la spiruline a la nourriture. En Inde,
par exemple, des biscuits et des bonbons a la spiruline ont été développés localement par
Antenna Technologies et sont particulierement appréciés par des milliers d'enfants (Heierli,
2007). La mise au point de nouveaux produits intégrant la spiruline représente certainement la

meilleure solution.
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Appareils

Annexe 01

Verrerie et accessoire

Annexes

Tableau : Matériel non biologique utilisée durant toutes les expérimentations

Réactifs et produit.

-Agitateur.

-Balance analytique.
-Bec-Benzen.
-Etuve.

-L’haute chimique.
-Plague chauffante.

-Réfrigérateur
-Four a moufle.
-Un Ph métre.
-Dessiccateur.
-Distillateur.
-Centrifugeuse.
-Appareil Soxhlet.
-Evaporateur.

-Etuve réglable a 103°C.

-Spectrophotometre UV.

-Pipette pasteur.
-Matras.

-Béchers (petits
etgrands).

-Boites de pétrie.
-Ciseaux.
-Entonnoir en verre.
-Eprouvette de 100ml.
-Erlenmeyer.
-Fioles en verre.
-Flacons en verre.

-Gants a usage unique.

-Papier filtre.
-Papier wattman
-Papiers aluminium.
-Pince stérile.
-Pipettes graduées.
-Tubes & essais.
-Creuset en platine.
-Burette +support.

-les cuves en plastique.

-cuve en Quartz

-Acéton 90%

-Acide chlorhydrique
(HCL).

-Hexan

- solution de (NAOH)
-sulfate de potassium
-sulfate de cuivre

-Acide Sulfurique (H2SO4)
concentre.

-Acide borique augmentée
d’indicateurs colorés, le
rouge de méthyle.

-Eau de javel.

-Eau distillée.

-Eau physiologique 0,9%.

Spectrophotometre (JENWAY 6405 UV-vis.
UV-VIS Spectrophotometre a droite.

]
2800 m
4000 A8§

Spectrophotometre) a gauche et (Shimadzu UV-1601
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Four a moufle a gauche , Tamiseur a droite

Dessiccateur

L’appareil Soxhlet & gauche, Evaporateur a droite.
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Distillateur & gauche, Centrifugeuse (OHAUS-Frontier™ 5706) a droite.

» Granulométrie

Classification des poudres :

e Poudre grossiere : dont le minimum 95% en masse passent a travers un tamis
numéro1400 et dont au maximum 40% en masse passent a travers un tamis numero
355.

e Poudre modérément fine : dont le minimum 95% En masse passent a travers un tamis
numéro 355 et dont au maximum 40% en masse passent a travers un tamis numero
180.

e Poudre fine : dont le minimum 95% En masse passent a travers un tamis numéro 180
et dont au maximum 40% en masse passent a travers un tamis numéro 125.

e Poudre trés fine : dont le minimum 95% En masse passent a travers un tamis numéro
125 et dont au maximum 40% en masse passent a travers un tamis numéro 90.
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Annex 02

Preparation des milieux

milieu

Préparation

Viand Foie

Dissoudre 34,2 g dans 1 litre d'eau
distillée Steériliser par autoclavage a
121°C pendant 15 minutes

Mettre en suspension 41.5 grammes
de milieu dans un litre d'eau
distillée. Bien mélanger et faire
dissoudre en chaulant tout an
agitant fréqguemment Faire bouillir
pendant une minute jusqu'a
dissolution complete. Peut
également étre reparti et stérilisé a
118°C pendant 15 minutes

PCA

Mélanger 23,5 g dans 1 litre d'eau
distillée. Chauffer jusqu'a
dissolution compléte. Stériliser en
autoclave a 121°C pendant 15
minutes.
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Hektoen

Mettre en suspension 76 gramme
du milieu dans un litre d’eau
distillée. Bien mélanger. Chauffer
jusqu’a dissolution compléte .NE
PAS SURCHAUFFER.NE
PASSTERILISEREN
AUTOCLAVE

\ CAT: un;;: S
BAIRD PARKER AGAR
BASE EUROPEAN
PHARMACOPOEIA

|

REFFE oarcrsammen soroz: 1
PaRae rwxiwevest  zozzpy  [9009 |

¥ 0r e st mokibeon of iyt

\-‘

Braid parker

Suspendre 63 grammes du milieu
dans 950 ml d'eau distillée, Bien
mélanger et dissoudre en chauffant
avec agitation fréquente Faire
bouillir pendant une minute jusqu'a
dissolution compléte. Stériliser en
autoclave a 121°C pendant 15
minutes. Refroidir a 45-50 C et
ajouter aseptiqguement 50 ml
d'émulsion de jaune d'ceuf Tellurite
(Cat. 5129) Homogénéiser
délicatement et repartir dans des
boites de Petri.

Bouillon selenite

Mettre 23,0 g en suspension dans 1
litre d'eau distillée et chauffer
jusqu'a compléte dissolution.

NE PAS UTILISER AVEC
AUTOCLAVE
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» Antibiogramme

Figure : les Antibiotiques.



Résumé :

Le but de notre étude est de comparer la qualité physicochimique et microbiologique de deux poudres de spiruline commercialisées
en Algérie. Deux Spirulines ont été choisi a savoir la spiruline de Tamanrasset produite en Algérie et la Spiruline Hawaienne : produite a Hawai.
Ainsi Dactivité antibactérienne la cinétique d’extraction de la phycocyanine ont été évaluer. Les résultats obtenus pour les analyses
physicochimiques ont montré que les parametres étudiés présentent parfois des différences non significatives dans la teneur en eau et en matiere
grasse ; cependant la teneur en cendres présente une différence significative et une différence hautement significative a été observé dans le
teneur en protéines et le pH. En effet et outre la méthode d’analyse choisie, plusieurs facteurs déterminent ces teneurs : souche ; composition
du milieu de culture, luminosité, température et méme d’autres facteurs tels le moment de la récolte, le mode de séchage et méme le
conditionnement. Les analyses microbiologiques montrent que les deux spirulines présentent une qualité microbiologique non satisfaisante a la
suite d’une contamination Clostridium perfringens. La charge des deux spirulines en flore aérobie mésophile totale et les Anaérobies sulfito-
reducteurs est faible. La recherche des Coliformes fécaux, Staphylococcus aureus et du genre Salmonella a révélé des résultats négatifs. L’étude
de Pactivité antibactérienne a montré que E. coli était sensible a un traitement avec la solution aqueuse a 4% de spiruline. L’extraction de la
phycocyanine semble étre plus efficace avec des concentrations de 1% de spiruline et aprés une macération de 24 a 48h.A I’issue de cette étude,
les deux spirulines sont jugées de qualité microbiologique dangereuse. La composition des deux spirulines présente une différence nette et la
spiruline de Hawal est significativement plus riche en protéines et en minéraux.

Mots clés : qualité physicochimique, qualité microbiologique, Arthrospira platensis, spiruline, phycocyanine.

Abstract:

The object of our study is to compare the physicochemical and microbiological quality of two spirulina powders marketed in Algeria.
Two Spirulina were chosen, namely the Spirulina of Tamanrasset produced in Algeria and the Hawaiian Spirulina: produced in Hawaii. Thus,
the antibacterial activity and the extraction kinetics of the phycocyanin were evaluated. The results obtained for the physicochemical analyses
showed that the studied parameters sometimes present non-significant differences in the water and fat content; however, the ash content
presents a significant difference and a highly significant difference was observed in the protein content and the pH. In fact, in addition to the
chosen method of analysis, several factors determine these contents: strain, composition of the culture medium, luminosity, temperature and
even other factors such as the time of harvest, the drying method and even the packaging. Microbiological analyses show that both spirulina
have an unsatisfactory microbiological quality due to Clostridium perfringens contamination. The load of the two spirulina in total aerobic
mesophilic flora and sulfito-reducing anaerobes is low. The search for faecal coliforms, Staphylococcus aureus and Salmonella genus revealed
negative results. The study of antibacterial activity showed that E. coli was sensitive to treatment with the 4% aqueous solution of spirulina.
Phycocyanin extraction seems to be more efficient with 1% spirulina concentrations and after a 24 to 48h maceration. At the end of this study,
both spirulina are considered of dangerous microbiological quality. The composition of the two spirulina shows a clear difference and the
Hawaiian spirulina is significantly richer in proteins and minerals.

Keywords: physicochemical quality, microbiological quality, Arthrospira platensis, spirulina, phycocyanin.
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