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Liste des abréviations
°C : Degré Celsius.
ml : Millilitre

HIV-1 : Human immunodeficiency virus 1

HIV-2 : Human immunodeficiency virus 2

Ul : Unité

SOD : Superoxyde dismutase

S : Spiruline.

AGL : Acide gamma-linolénique

PC : Phycocyanine

DO : Densité Optique.

Abs : Absorbance.

% : Pourcentage.

B : Beta.

a : Alpha.

¢ : Gamma

A : Lambda

g : Gramme.

Hrs : Heures.

CH4N,0O : Cyanate d’ammonium (urée).

M : Métre.

Min : Minute.

M.M : Matiere minérale.

LBCM2 : Laboratoire de Biologie Cellulaire et Moléculaire 02.
LBCML1.: Laboratoire de Biologie Cellulaire et Moléculaire 01.
Chl : Chlorophylle.

E. Coli : Escherichia coli.

ISO : Organisation internationale de normalisation
MH : Muller Hinton

Cacl; . Chlorure de calcium.

(NH4)2SO; : Sulfate d’ammonium.



LBPVB: laboratoire de biotoxicologie, pharmacognosy et valorisation biologique des
plantes.
DPPH: 1, 1-diphényl-2-picrylhydrazyle.

ICs : concentration d’inhibition (50%).
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INTRODUCTION

La biotechnologie marine ou dite bleue est un domaine qui recéle un énorme potentiel pour
I’innovation et la croissance économique, elle peut donc irriguer de nombreux domaines
d’application tels que la santé, la nutrition, 1’agriculture, la cosmétique, 1’énergie, 1’industrie,
I’environnement et I’aquaculture (BOYEN et JAOUEN ; 2015).

Les cyanobactéries, anciennement appelées algues bleues, sont des bactéries photosynthétiques
qui produisent de l'oxygéne. Elles présentent une trés grande diversité morphologique. Le genre
Arthrospira renferme des cyanobactéries filamenteuses, dont fait partie Arthrospira platensis plus
connue sous le nom de Spiruline (SGUERA, 2008).

La spiruline est une cyanobactérie apparue sur terre, il y a plusieurs milliards d’années. Sa
premiére utilisation au Mexique en XV Siecle a montré ses propriétés. Puis, employée pendant la
seconde guerre mondiale, elle ne fut identifiée et analysée que dans les années 60 en Belgique.
Début des années 80, elle fut commercialisée aux Etats-Unis (LOUVEL, 2019).

En Algérie, le docteur Hiri A en 1998 dans Tin Aman a Tamanrasset pour la premiere fois a isolé
et purifié la spiruline (SEGHIR et al., 2020).

La spiruline est une cyanobactérie, connue pour sa richesse en nutriments. En effet elle est
composée de 55% a 70 % de protéines, 6% a 9% de matiére grasse, de 15 % a 20 % de glucides et
elle est riche en minéraux, vitamines, fibres et pigments: phycocyanine, chlorophylle et
caroténoides (LAFRI, 2018). Vu cette richesse en nutriments la spiruline connait aujourd’hui des
vertus thérapeutiques telles que des activités sur le systeme immunitaire, lutte contre le cancer, le
sida, le vieillissement cellulaire, comme elle a des propriétés anti-inflammatoires et
hépatoprotectrices. La spiruline semble avoir donc un potentiel trés vaste (SGUERA , 2008).

Elle présente aussi un double statut a la fois d’aliment et de complément alimentaire. Son statut
de complément alimentaire est a 1’origine de sa présence dans les officines (AHOUNOU, 2018).

Notre travail a pour objectif d’extraire les différents pigments de Spirulina platensis et les
identifiés. Une évaluation de la qualit¢ microbienne de la microalgue ainsi que ses activités
thérapeutiques telles que 1’activité antioxydante et antibactérienne ont été réalisés

Apres une description générale de la spiruline ainsi que les caractéristiques d’Arthrospira

platensis, la composition nutritionnelle sera présentée, accompagnée d'une evaluation de sa qualité
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microbienne ainsi qu’une synthése des propriétés thérapeutiques de la spiruline, avant d’exposer
brievement ses différents domaines d’application.

La partie expérimentale de notre travail consiste en 1’extraction et I’identification des différents
pigments de Spirulina platensis et leur analyse quantitative, qualitative et microbiologique ainsi que
les activités thérapeutiques de cette microalgue (antioxydante et antibactérienne).

On acheve notre étude par une conclusion qui résume I’ensemble des résultats obtenus et

éventuellement des perspectives d’avenir.
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I. Cyanobactéries, premiers organismes photosynthétiques

Plus anciens organismes sur la planéte terre, apparues il y a des milliards d’années, les
cyanobactéries également appelées Cyanophytes ou Cyanophycées sont des micro-organismes
procaryotes (dépourvues de membrane nucléaire), possédant des thylakoides, siége de la
photosynthése, recouverts de granules protéiques associées a une partie pigmentaire. Cet ensemble
constitue les phycobiliprotéines (figure 01). Outre la photosynthése, ils assurent deux autres
fonctions : la respiration et fixation de ’azote atmosphérique chez certaines espéces (DURAND,
1993 ; JARIOA, 2005), de méme elles possedent des caractéristiques :

e de bactérie : absence de noyau et d’organites intracellulaires.

e d’algue: présence de chlorophylle  (capacité a faire la photosynthése) et de
phycobiliprotéines (pigments accessoires), tels que la phycoérythrine, la phycocyanine....
(VONARX, 2008).

Parmi les cyanobactéries les plus connues la spiruline : un petit étre aquatique (0,3 mm de long),
de nom scientifique « cyanobactérie Arthrospira platensis » (JOURDAN, 2006).

Phycobilisome Membrane du Thylakoides

/thvlakoude
Q Ribosomes

Paroi cellulaire
Membrane cellulaire
Couche de peptudoglycane
Membrane externe

Capsule
Couche visqueuse——

cyanobactérie

Figure 1 : Schéma de cyanobactérie

http://data.abuledu.org/wp/?LOM=12592 [1]

I.1. Ecologie et biologie
Les Cyanobactéries sont partout, Elles peuplent aussi bien les neiges, les glaces des pbles et des
montagnes que les eaux thermales les plus chaudes. Elles sont présentes également dans les sables

des déserts, sur les parois des montagnes ou elles subissent sans dommage froid extréme, insolation


https://planet-vie.ens.fr/auteurs/julie-vonarx
http://data.abuledu.org/wp/?LOM=12592
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et sécheresse. Elles croissent en mer comme en eau douce, dans les lagunes sursalées ou les marais
salants, elles peuvent vivre dans les eaux polluées ou les vases riches en hydrogene sulfuré [2].

1.2. Reproduction

La Cyanobactérie se reproduit par division cellulaire, quoique certaines especes filamenteuses
produisent des fragments végétatifs spécialisés, appelés hormogonies. Ils servent de propagules
veégetatives et possedent une multitude de vacuoles gazeuses assurant la flottaison et du coup leur
propagation (HICKMAN, 2013).

La reproduction sexuée est inconnue chez les Cyanobactéries ; cependant, certaines cultures
expérimentales de Kumar (Nature, 1962) et de Singh et Sinha (Nature, 1965) laissent présager
I'existence de combinaisons para sexuelles rappelant celles qui existent chez les bactéries [2].

I1. Généralités sur la spiruline

I1.1. Algue ou bactérie ?

La spiruline est un organisme procaryote possédant un ARN ribosomal, aussi appelée
cyanophycée ou arc-en-ciel car elle posséde :

e Un pigment bleu : la phycocyanine.

e Un pigment vert : la chlorophylle (SOIZIC, 2019).

Le nom scientifique de la spiruline est Arthrospira platensis, une cyanobactérie filamenteuse
(figure 02), a ne pas confondre avec Siputlina subsalsa qui est une cyanobactérie non comestible.
Elles sont apparues sur terre il y a environ 3,5 milliards d’années il en existe environ 1500 espéces.
Au cours du processus de la photosynthése, elles sont capables de transformer le gaz carbonique en
matiére organique en dégageant de I'oxygene (SOIZIC, 2019).

Spiruline platensis se développe dans des conditions alcalines élevées, elle est utilisée pour ses
contenus nutritifs remarquables (RAJ, 2020), ses nombreux nutriments, ses vitamines, ses acides
aminés essentiels et ses enzymes végétales, qui peuvent constituer une composition biochimique
spéciale d’ou un régime complet pour les régions qui connaissent des pénuries alimentaires et qui
souffrent de malnutrition (HAVIAS, 2020).

https://algae-lab.com/shop/living-algae/culture-sample/spirulina-platensis-m1/ [3]
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11.2. Origine de la spiruline, historique et découverte

Lorsque les Espagnols envahirent I’ Ameérique Centrale, ils constaterent que les Aztéques, peuple
originel du Mexique, se nourrissaient essentiellement de mais et d’une sorte de boue bleue verte
recueillit a la surface du lac Texcoco, séchée et broyée ils en fabriquerent un gateau appelé
Tecuitlathl, considérée bien aprés par les colons comme d’une haute valeur nutritive (PANIAGUA
etal., 1993).

450 ans apres, le botaniste belge J- Léonard a découvert que les Kanembous de 1’ouest du Tchad
de la région du Kanem récoltaient cette boue bleue-verte, ils I’a mélangeaient au miel pour en faire
un gateau appelé Dihé extrémement riche en protéines et aujourd’hui, le Dihé n’est autre que la
Spiruline (SGUERA, 2008).

Et donc, en 1960 la Spiruline a été considérée comme une algue et une claire distinction entre les
procaryotes et les eucaryotes 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 possédent des organelles c’est a dire des nucléoles et des
mitochondries (DURAND, 1993 ;GOULAMABASSE, 2018).

En 1962, Stanier et ses collaborateurs constatérent que cette algue bleue-verte était dépourvue de
compartiments cellulaires, et donc faisait partie des procaryotes ; ils proposerent de désigner ce
microorganisme par «Cyanobactérie». Cette nouvelle désignation est finalement acceptée et figurée
pour la premiére fois au «Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology en 1974» (STANIER,
1974 ; GOULAMABASSE T.R,2018).

En Algérie, la spiruline a été isolée et purifiée pour la premiére fois par Dr. Hiri A en 1998 a Tin
Aman a Tamanrasset ;

En 2013 & Ouargla, Tamanrasset et Oran, il y’a eu production artisanale de cette cyanobactérie, et
sa capacité de production annuelle a atteint 7 quintaux (SEGHIR et al., 2020).

I11. Caractéristiques de la spiruline

I11.1. Taxonomie d’Arthrospira platensis

La spiruline est la plus connue des 200 genres dont les 1500 espéces de cyanobactéries, trés

difficiles a détecter, il en reste sans doute encore beaucoup a découvrir (CRUCHOT, 2008).
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En pratique, il faut retenir que le terme “Spiruline” correspond au nom commercial d’une espéce
de cyanobactérie alimentaire appartenant toujours au genre Arthrospira ;

Le mot “Spirulina” est le nom commercial anglophone de la spiruline, mais il désigne également
un genre de cyanobactérie assez éloigné d’Arthrospira, et surtout non comestible (par
exemple : Spirulina major, Spirulina subtilissima, Spirulina princeps, Spirulina gigantea ou
Spirulina subsalsa) (Fox, 1999 ; CRUCHOT , 2008).

La classification selon Ripley Fox (1999) est comme suit :

Régne : Monera

Groupe ou Sous Régne : Procaryotes.

Embranchement: Cyanophyta.

Classe : Cyanophyceae.

Ordre : Nostocales (= Oscillatoriales).
Famille : Oscillatoriaceae.

Genre : Oscillatoria.

Sous genre : Spirulina ou Arthrospira.
Espeéce : Arthrospira platensis.

111.2. Morphologie et caractéres généraux d’Arthrospira platensis

La spiruline est une cyanobactérie, procaryote et photo-autotrophe pouvant étre unicellulaire ou
pluricellulaire. Elle possede en moyenne une longueur de 250 um. Elle est constituée de cellules
transparentes empilées bout a bout appelées filaments ou trichomes mobiles, non ramifiés qui ont un
diametre de 10 a 12 um, et enroulés en 6 ou 7 spires. L’enroulement du trichome sur lui-méme
s’effectue suivant le sens d’un minuscule ressort a 1’origine de son appellation : « spiruline » du latin
« spira » qui signifie enroulement. Cette forme hélicoidale typique lui permet de se déplacer dans
I’eau en adoptant le mouvement d’une vis, a une vitesse de 5 um par seconde. On parle alors de
déplacement par motilité. On trouve cependant des spirulines spiralées, ondulées et droites (figure
03), cette particularité est en relation directe avec les conditions écologiques rencontrées dans leurs
habitats (Charpy et al., 2008).
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1 Al i AT ity s I..:A.'..-,I__
AWWAA,

Forme spiralée (type « Lonar ») Forme droite (type « M2 ») Forme ondulée (type « Paracas »)
Figure 3 : Morphologie typique de spiruline ( Source : Antenna technologie).

https://www.antenna.ch/wp-content/uploads/2017/04/biologie.pdf [4]

111.3. Distribution géographique

On distingue le genre Arthrospira des autres cyanobactéries par le milieu naturel dans lequel il se
développe. En effet, la spiruline se développe préférentiellement dans des eaux douces et chaudes,
alcalines (pH 8 - 11,5) et minéralisées (nitrate, phosphates, fer) riches en carbonate de sodium
(Na,CO3) ou bicarbonate de sodium (NaHCO3) excluant ainsi la plupart des autres
microorganismes. Plus communément, on la retrouve dans les eaux saumatres, ainsi que dans les
lacs salins de régions tropicales et semi-tropicales (AHOUNOU, 2018).

Son caractére thermophile et ses besoins importants en lumiére limitent son aire de répartition a
une bande intertropicale située entre 35° de latitude Nord et 35° de latitude Sud. Sa forte plasticité
écologique permet de la retrouver a I’état naturel a la fois dans les lacs alcalins en Afrique (Tchad,
Ethiopie, Tunisie), en Amérique latine (Mexique, Pérou) et en Asie du Sud (Inde, Sri Lanka,
Thailande). 1l s’agit certes d’un organisme cosmopolite et ubiquiste mais il est beaucoup moins
abondant en Amérique du Nord et en Europe (CHARPY et al., 2008).

En Algérie, plus précisement a Ouargla, Tamanrasset et Oran, il y’a eu production artisanale de
cette cyanobactérie (SEGHIR et al., 2020).

I11.4. Cycle biologique d’Arthrospira platensis

Le filament de Spiruline a maturité forme des cellules spéciales appelées Nécridies. Elles se
différencient des autres cellules par leur aspect biconcave, elles sont assimilées a des disques de
séparation. A partir de ces derniers, le trichome se fragmente pour donner de nouveaux filaments de
2 a 4 cellules appelés Hormogonies. Les Hormogonies vont croitre en longueur par division binaire
(chacune des cellules va donner deux cellules par scissiparité) et prendre la forme typique
hélicoidale (figure 04) (BALLONI et al., 1980 in CHARPY, 2008).


https://www.antenna.ch/wp-content/uploads/2017/04/biologie.pdf
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Figure 4 : Cycle biologique de la spiruline selon (BALLONI et
al., 1980 in CHARPY, 2008)

I11.5. Reproduction
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 (séparation), fission binaire (= scissiparité,
se divise en deux cellules égales) ou multiple, par bourgeonnement ou fragmentation au hasard. La
cyanobactérie fait copie de son seul chromosome. La cellule s’allonge et les chromosomes se
séparent. La paroi se forme pour diviser les deux cellules. Les 3 étapes fondamentales de son cycle
de vie sont :
e La fragmentation des trichomes,
e Elargissement des cellules,
e Maturation du trichome en se divisant en filaments par fission binaire, ces filaments
prenant une forme hélicoidale. (SOIZIC, 2019).
I11.6. Culture de la spiruline
La culture de micro-organismes photosynthétiques peut étre un processus rentable pour obtenir
des protéines de valeur pour I'alimentation humaine et animale (HENRIKSON, 1989).
Selon la superficie totale d'exploitation des bassins et les moyens technologiques utilisés, il existe
une différence entre la culture artisanale et la culture industrielle. (JOURDAN, 2006).
111.6.1. Bassin
Pour une production familiale ou artisanale il y a de nombreuses fagons de construire un bassin
adéquat de petite taille, qui varient selon les conditions locales (JOURDAN, 2006).
a. En baches plastiques
Le film est de qualité alimentaire (ou au moins non toxique) et résistant aux ultraviolets, son

épaisseur recommandée est de 0,25 mm minimum, et de préférence 0,5 mm Il faut éviter le plus
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possible les plis dans les angles donnant des zones qui ne seraient pas bien agitées ou aérées
(JOURDAN ,2006).

b. En «dur » (béton, parpaings, briques)

Le fond du bassin en ciment doit étre construit sous forme de dalle en béton armé, d’une
épaisseur d’au moins 10 cm, et de trés bonne qualité, sur un sol bien compacté. Les bords du bassin
peuvent étre en briques, parpaings ou en béton armé. Il faut éviter les angles vifs. (JOURDAN,
2006).

C. En argile (si on n’a vraiment pas d’autre possibilité)

Creuser sur 20 cm et faire un talus bien tassé de 20 cm également. La spiruline pousse trés bien
dans un bassin en argile, mais sa pureté bactériologique doit étre surveillée de plus prés (car le fond
ne peut pas étre agité, augmentant le risque de micro-organismes anaérobies au fond) (JOURDAN
,2006).

111.6.2. Milieu de culture

Dans la nature, la spiruline n'a besoin pour "pousser” que d'une cuvette argileuse retenant une eau
saumatre et alcaline, sous un climat chaud, et de quelques déjections animales (JOURDAN, 2006).

Le milieu doit apporter a la spiruline tous les éléments chimiques nutritifs qui lui sont nécessaires
(NIANGORAN, 2017). 11 s’agit de milieux trés minéralisés riches en carbonate de sodium (Na,CO3)
ou bicarbonate de sodium (NaHCO3), d’une source d’azote fixé et d’autres minéraux (ZARROUK,
1966 in NIANGORA, 2017).

Aujourd’hui, de nombreux pays ont mis en place des fermes a spiruline grace a la synthétisation
du milieu de culture (NIANGORAN, 2017).Le plus connu et utilisé (milieu standard) est le milieu
(Zarrouk) (ZARROUK, 1966 in NIANGORAN, 2017), il est fabriqué a partir d'eau distillée et
contient, en g/litre : NaHCO3; = 16,8; K,HPO, = 0,5; NaNO3; = 2,5; K;SO4 = 1,0; NaCl = 1,0;
MgSQO, , 7 H,O = 0,2; CaCl, = 0,04; FeSO,, 7 H,O = 0,01; EDTA= 0,08; « solution A5 » = 1,0; «
solutionB6 »=1,0.

Composition de la « solution A5 », en g/l: H3BO3 = 2,86; MnCl,, 4 H,0 = 1,81; ZnSO,, 7 H,0 =
0,222; CuSQy4, 5 H,0 = 0,079; M0oO; = 0,015.

Composition de la « solution B6 », en g/l: NH;VO3; = 0,02296; K,Cry(SO4)s, 24 H,O = 0,096;
NiSO4, 7 H,O = 0,04785 ; Na;WOy, 2 H,0O = 0,01794; Tix(SO4); = 0,04; Co(NOs3),, 6 H,0 =
0,04398 (JOURDAN, 2012).

11
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I11.7. Conditions chimiques de croissance

111.7.1. Eau

Les spirulines vivent dans une eau a la fois salée et alcaline. L'eau utilisée pour le milieu de
culture doit étre de préférence potable (mais ne sentant pas fortement le chlore) ou au moins filtrée
(sur bougie filtrante ou sable), le plus important étant I'élimination des algues étrangeres. L'eau de
pluie, de source ou de forage est en genéral de qualité convenable (JOURADN, 2006).

111.7.2. Salinité

Spirulina platensis peut étre considérée comme une espéce a la fois halophile et trés euryhaline :
en milieu naturel, les salinités tolérées vont de 8,5 grammes de sel / | & 270 grammes (ILTIS,
1968).La limite de salinité permise est de 13 g/l (JOURDAN, 2006).

111.7.3. Alcalinité

Le degré d’alcalinité de milieu de culture influence la vitesse de croissance de la spiruline. 1l doit
étre compris entre 8 et 11. Le pH idéal se situe autour de 9,5 [5].

I11.8. Conditions physiques de croissance

111.8.1. Température

La température du milieu influence directement la vitesse de croissance de la spiruline :

Elle ne commence a croitre d’une maniére appréciable qu’au- dessus de 20°C. La vitesse de
croissance est maximale entre 35°C a 37°C. Au-dela de 44°C, on risque d’avoir une destruction de
la culture. La spiruline ne peut survivre dans un milieu froid (jusqu'a -5°C). Les brusques variations
de température peuvent 1’étre 1étale (JOURDAN, 2006).

111.8.2. Lumiere

La lumiére est un facteur important dans la croissance des micros algues (NIANGORAN, 2017).

Une tres forte lumiére (plein soleil) peut étre dangereuse dans les cas suivants:

« Sur une culture froide (moins de 14-15°C), surtout si brusque illumination.

* Sur une culture tres diluée.

« Sur une culture trés chaude, car échauffement supplémentaire [5].

D’aprés Fox le seuil Iétal de luminosité est de 120 Klux, au-dela duquel la cellule éclate ; c’est la
photolyse [6].

111.9. Etapes d’obtentions de la forme poudre

Selon 'SPIRULINE DES HAUTS DE France', le processus d’obtention de la forme poudre de la

spiruline passe par les étapes suivantes [7]

12
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a. Larécolte

La spiruline est récoltée tot le matin (4h et 10h) : c’est le meilleur moment en termes de qualité
nutritionnelle.
b. Lafiltration

Utilisation des pompes de surface pour aspirer I'eau du bassin et les micro-algues. Cette « boue
verte » est ensuite passée a travers un filtre de 30 microns afin de séparer 1’eau et la spiruline. L’eau
retourne dans le bassin tandis que la spiruline coule dans un bac.
c. Pressage en pate

La spiruline est piégée dans un linge de fromagerie pour étre soumise a une dépression a 1’aide
d’une pompe a vide : cela éliminera plus d’eau du produit. Obtention ainsi d’une sorte de pate a
modeler.
d. Fagonnement en spaghetti

Cette pate est mise dans un pressoir afin d’étre faconnée en spaghetti. Ceci permet de transformer
le produit assez finement pour qu’il puisse sécher efficacement dans le séchoir.
e. Séchage a basse température

Déshydratation de la spiruline dans un séchoir a basse température (<42°C), ceci permet de
conserver ses propriétés nutritionnelles. Obtentions des brindilles qui pourront ensuite étre broyées
pour obtenir la spiruline en poudre.
IVV. Composition nutritionnelles de la spiruline

Il est bien établi que les variations de conditions de culture provoquent facilement de forts
changements dans la composition biochimique des spirulines, cependant en moyenne la spiruline
contient en poids sec jusqu'a 70 % de protéines, 15 a 25 % de glucides, 11 % de lipides ainsi que des
vitamines, des minéraux (principalement des oligoéléments) (figure 05), de la chlorophylle et des
phycobiliprotéines (SGUERA, 2008).

COMPOSITION DE LA SPIRULINE

Glucides 16%

P Eau 3%
Lipides 6%

Protéines Minéraux 9%

E5% ¥
N Fibres 1%

Figure 5 : Composition de la spiruline

http://vertleburkina.unblog.fr/la-spiruline-outil-de-sante/ (2008) [8].
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V.1 Protéines

La teneur en protéines de la spiruline varie entre 50 % et 70% de son poids sec.

Ces valeurs sont trés particulieres, méme chez les micro-organismes en outre les meilleures
sources de protéines végétales n’arrivent qu’a la moitié de ces teneurs, contrairement aux végétaux
habituels, la totalité de la spiruline est comestible (FALQUET et HURNI, 2006).

Qualitativement, les protéines de la spiruline sont completes, elles contiennent tous les acides
aminés essentiels qui représentent 47% du poids total des protéines (BUJARD, 1970 ; FALQUET
et HURNI, 2006). Selon les valeurs de référence d’OMS ou de FAO, le profil de ces acides aminés
est considéré comme ayant une « haute valeur biologique » (MARTINEZ-GALERO, et al., 2016).

Et quantitativement, le pourcentage en protéines de la spiruline est trois fois plus élevé que celui
du beeuf (MARTINEZ-GALERO, et al., 2016) et plus encore que celui du poisson (25%), du soja
(35%), de la poudre de lait (3.5%) et des ceréales (14%), ...(figure 06) (GOULAMABASSE, 2018).

Pourcentage moyen de protéines

70
60
50
40
30
20
10

0

Sprulne So Viande Foisson CEuf Lot

Figure 6 : Positionnement de la spiruline par rapport a d’autres aliments en termes de taux de protéines
https://pepite-depot.univ-lille2.frinuxeo/site/esupversions/39310f1b-cf15-411b-9f21-d462b10a952e (2018) [9].

La spiruline contient des acides nucléiques (4,2 a 6 % du poids sec) (30 % ADN et 70 % ARN)
qui en se dégradant produit de 1’acide urique (MANET, 2016).
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IV.2. Lipides

Outre leur role énergétique évident, les lipides ont un rdle structural contribuant au maintien de
I’architecture cellulaire.

Suivant le systeéme d’extraction utilisé, la teneur des lipides totaux est comprise entre 5 a 10% du
poids sec de la spiruline (GUTIERREZ et al., 2015).

De méme, la présence d'acide gamma-linolénique dans la spiruline, rare dans les aliments
courants, joue un réle de précurseur des médiateurs chimiques des réactions inflammatoires et
immunitaires (FALQUET et HURNI, 2006).

La composition en lipides totaux se caractérise par un bon équilibre entre acides gras saturés et
polyinsaturés. La forte concentration en acides gras essentiels inclue des oméga-3 et des oméga-6
prévient I'accumulation de cholestérol dans I'organisme humain (HUG et VON DER WIED, 2011).

Apreés le lait humain et quelques huiles végétales peu courantes, fort chéres et, la spiruline
est considérée comme 1’une des meilleures sources alimentaires compte tenu de la présence
d'acide gamma-linolénique (CRUCHOT, 2008).

Spirulina platensis riche en sulfolipides tels les sulfoquinovosyl diglycérides qui représentent
5% de la fraction saponifiable, intéressent fortement les chercheurs de part leur activité protectrice
contre des infections virales, en inhibant in vitro la transcriptase inverse* du HIV-1 et du HIV-2
alors que ce dernier est naturellement résistant a cette classe de molécules (KIET et DURAND
, 2006; GOULAMABASSE, 2018).

Tableau 1 : Pourcentage des principaux acides gras de la spiruline modifiée. (AHOUNOU, 2018 ;
FALQUET ET HURNI, 2006).

Acide gras % des acides gras
Palmitique (16 :0) 25 -60
Stéarique (18 :0) 05-2
Palmitoléique (16 :1) 0.5-10
Oléique (18:1) — oméga 6 5-16
Linoléique (18 :2) 1030
AGL (18:3) 8-40

1V.3. Glucides
Les glucides représentent 13,6 a 25% de la matiére seche de la spiruline (FALQUET & HURNI

2006, QUILLET, 1975).
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Les glucides exercent une fonction dans la constitution des tissus fondamentaux de I’organisme,
et étant premieres sources énergétiques, ils sont indispensables au fonctionnement du cerveau et des
muscles.

Les glucosamines et I’acide muramique associés a des peptides, constituent la paroi cellulaire des
spirulines. Cette paroi s’apparente a celles des bactéries gram négatif. Bien que non digestibles, ces
parois sont fragiles et rendent le contenu cellulaire trés accessible aux enzymes de digestion.
L’essentiel des glucides assimilables sont des polyméres : glucosannes aminés rhamnosannes
aminés et du glycogéne. Tandis que les glucides simples comme le glucose, le fructose, et le
saccharose, ainsi que les polyols comme le glycérol, le mannitol et le sorbitol, ne sont présents qu’en
tres faibles quantités (AHOUNOU, 2018).

Parmi les glucides de la spiruline, plusieurs polysaccharides sulfatés chélatés a un atome de
calcium ou de sodium (le Calcium-spirulan ou le Sodium-spirulan) ont été étudiés in vitro pour leurs
activités biologiques : anticoagulante, antivirale et activité immunostimulante (PIERLOVISI, 2008).

IV.4. Acides nucléiques

Chez S. Platensis comme chez S. Maxima, on rapporte des valeurs de 4.2 a 6% d'acides
nucléiques totaux dans la matiére seche. La proportion d'ADN serait d'un quart a un tiers par rapport
a 'ARN (FALQUET et HURNI, 2006).

La dégradation biochimique d'une partie des acides nucléiques (ADN et ARN) (les purines :
adénine et guanine) produit en dernier lieu de l'acide urique. Or, 1’élévation de ce dernier dans le
plasma peut produire a la longue des calculs rénaux et des crises de goutte. L'’ARN produit deux
fois plus d'acide urique que I'ADN, pour une méme teneur en purines, et que I'élévation du taux
d'acide urique dépend aussi de multiples facteurs, I'age, le sexe ou I'obésité... (CRUCHOT, 2008).

Ces chiffres sont a mettre en rapport avec d'autres aliments (tableau 2). La teneur en acides
nucléiques des spirulines est trés inférieure a celle de la généralité des unicellulaires (FALQUET et
HURNI, 2006).

Tableau 2 : Teneur en acides nucléiques de quelques aliments

Aliments Acides nucléiques totaux
(% matiere seche)
Viande de beeuf 1.5
Foie de boeuf 2.2
Spiruline 4-6
Levure 23
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En se basant sur une valeur moyenne de 5% en acides nucléiques, la limite quotidienne de 4
grammes d'acides nucléiques représente le contenu de 80 grammes de spiruline séche. Cette quantité
équivaut a environ huit fois la dose de spiruline recommandée comme supplément alimentaire. On
peut donc raisonnablement penser que la teneur en acides nucléiques de la spiruline ne pose pas de
problémes, méme a long terme et pour des doses élevées (FALQUET et HURNI, 2006).

IV.5. Vitamines

La spiruline représente une source trés intéressante de vitamine B12 utilisable par 1’homme,
puisqu’elle apporte la quantité recommandée par jour (CHARLEMAGNE, 2008).Méme si la
biodisponibilité de cette vitamine B12 n’est pas clairement établie (seulement 17 % serait absorbée
et donc active chez I’Homme), la spiruline demeure une source exceptionnellement élevée pour un
végétal ou bactérie. Chez I’homme, 80% des caroténoides totaux présents dans le p-caroténe de la
spiruline sont convertibles en vitamine A qu’a avec la vitamine E des propriétés antioxydantes et
assurent ainsi une bonne conservation d’autres constituants de la spiruline (acides gras...). Ces
molécules sont cependant fragiles et leur bonne conservation dépendra de certains procédés de
fabrication : tels que le séchage a basse température et la granulométrie grossiére. Cependant
I’absence de vitamine A libre permet d’éviter tout risque d’hypervitaminose A puisque
I’accumulation de p-caroténe, a I’inverse de celle de rétinol, n’est pas toxique (PIERLOVISI, 2008).

IV.6. Minéraux et oligoéléments

La spiruline contient 7 % de son poids sec de minéraux essentiels (MANET, 2016) : fer, zinc,
magnésium, calcium, phosphore et potassium (LAICHE et BESSEI, 2009).

Il a été demontré que la spiruline extrémement riche en magnésium, constitue une bonne source
alimentaire pour I’homme (PLANES, 2002).

La spiruline cultivée (550-600 mg/kg) a une trés haute teneur en fer, elle combat la carence en
fer chez les femmes (enceintes, allaitantes) et les enfants présentant des anémies surtout ferriprives,
(BUJARD, 1970 ; LAICHE et BESSEI, 2009). Par contre le zinc est présent sous forme de traces
(21-40 pg/g) ne lui conférant pas la considération d’une bonne source alimentaire en
zinc.(FALQUET et HURNI, 2006).

Quant au calcium et le phosphore sont présents aussi en quantités comparables a celles trouvées
dans le lait. Les quantités relatives de ces éléments sont équilibrées ce qui exclut le risque de
décalcification par excés de phosphore et en font une source intéressante (CHARLEMAGNE,
2008).
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De méme, la haute teneur en potassium est a souligner car dans le cadre des pays industrialisés,
les nutritionnistes soulignent les trop faibles rapports potassium/sodium de la grande majorité des
aliments disponibles (FALQUET et HURNI, 2006).

IV.7. Enzymes

L’absence de la cellulose dans la membrane de la spiruline lui confére une biodisponibilité d’une
quantité intéressante de SOD (superoxyde dismutase) (1.000 & 4.000 Ul/g), une puissante enzyme
anti-oxydante, a la base du systéme endogene de la lutte contre le stress oxydatif (MANET, 2016).

IV.8. Pigments

La spiruline, cette algue qu’on dit bleue mais que nous voyons verte contient au fait 3 sortes de
pigments (GOULAMABASSE, 2018) : la chlorophylle, les caroténoides et la phycocyanine Ces
pigments présentent un intérét dans 1’industrie alimentaire et pharmaceutique.

IVV.8.1. Caroténoides

Le B carotene représente 80% des caroténoides présents, qui sont des pigments non azotés dont
la coloration varie du jaune au rouge. La spiruline en contient 20 a 25 fois plus que les carottes. La
plupart des caroténoides sont des provitamines A (CHARLEMAGNE, 2008).

Le reste étant composé principalement (par ordre décroissant) de xanthophylle, de
cryptoxanthine, d’échinénone, de zéaxanthine et de lutéine (PALLA, 1969 ; FALQUET et HURNI,
2006).

La famille des caroténoides est constituée de deux groupes : les caroténoides hydrocarburés
polyéniques et les caroténoides oxygénés (NEWMAN ; 1972 in BOUMEDINE 1991) (Voir annexe
figure 1).

a. Les caroténoides hydrocarburés

La structure de ce groupe est un systéme de huit a neuf doubles liaisons conjuguées de formule
générale C4oHss (BOUKHERCHOUFA et TEBAKH, 2006).

b. Les caroténoides oxygénés

Aussi appelés xanthophylles, procédent en plus du caroténe, des atomes d’oxygene (LIAAN-
JENSEN et STOREBAKK ; 1990 in GHAZI et SAHRAOQUI ; 2005).

Ce groupe compte plusieurs dérivés parmi lesquels on cite :

e les dérives hydroxyle (lutéine, zéaxanthine) ;

e Les dérivés acides (acide Apo-8’- caroténoique) ;

18



Etudes bibliographiques

e les dérivés hydroxylés et cétoniques (capsanthine) (BOUKHERCHOUFA et TEBAKH,
2006).

Les caroténoides ont une action anti radicalaire, et sont indispensable a 1’étre vivant: IlIs
participent a la croissance et au développement de 1’individu, ainsi qu’au maintien de la vision
nocturne (CHARLEMAGNE, 2008).

1V.8.2. Chlorophylle

La spiruline contient 1% de chlorophylle (AHOUNOU, 2018).

C’est a ce pigment photosynthétique que la spiruline doit sa couleur verte, ¢’est une substance
parfaitement assimilable par le corps, et sa structure est proche de celle de I’hémoglobine [10].

La chlorophylle est une chlorine (quatre noyaux pyrroles cycliques), chélatant un atome de
magnésium(Mg?") au centre, ainsi qu'un alcool a longue chaine, le phytol (sauf pour les
chlorophylle ¢) qui est hydrophobe et sert d'ancrage aux protéines des membranes thylakoidales.
Elle présente une structure quasi-identique a I'héme de I’hémoglobine (protéine présente dans les
globules rouges sanguins). C'est la présence, dans sa structure, de nombreuses doubles liaisons
conjuguées qui permettent 1’ interaction de 1’absorption du rayon lumineux. Les chaines latérales de
la chlorine sont variables et entrainent une modification du spectre d'absorption entre les différentes
familles de chlorophylles [11] (Annexe figure 2).

Parmi ses qualités : elle rétablit 1’équilibre acido-basique, régule le transit intestinal, augmente le
taux de globules rouges et stimule la cicatrisation interne et externe [10].

IV.8.3. Phycocyanine

La phycocyanine est responsable du bleuissement de la poudre de spiruline exposée trop
longtemps a la lumiére (FLAQUET et HURNI, 2006). Elle représente 12.6 % de son poids sec, et
est considérée comme le pigment le plus abondant dans la spiruline (PATEL et GOYAL, 2013).

Seul colorant bleu naturel compatible avec I’alimentaire (NGUYEN et al., 2014).

Moins sensible que la chlorophylle a la photo-destruction, la couleur de la phycocyanine domine
lorsque le vert chlorophyllien disparait. C’est aussi aux phycocyanines que 1’on doit I’intense
couleur bleue qui apparait plus ou moins rapidement lorsque 1’on réhydrate de la spiruline séchée :
I’éclatement des cellules libere ces protéines tres solubles dans I’eau, alors que la chlorophylle reste
associée aux débris cellulaires (FLAQUET et HURNI, 2006).

La phycocyanine est composé de deux sous unités relativement homologues :
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La chaine o avec une phycocyanobiline attachée a la cystéine 84 et la chaine B avec deux
phycocyanobilines attachées a la cystéine 84 et 155 (BENAHMED, 2012) (Annexe figure 3).
Apprécice comme colorant bleu naturel dans I’industrie agroalimentaire, de nombreuses
recherches sont en cours pour connaitre toutes ses propriétes ;
Sa structure particuliere lui confere des propriétés antioxydantes, antiradicalaires et
détoxifiantes. La phycocyanine stimulerait également la production des globules rouges et des
globules blanches (CHARLEMAGNE, 2008).

Tableau 3 : Teneurs en pigments exprimées en mg pour 100 g de matiére seche de Spirulina
platensis (CHARPY et al., 2008).

Pigments Teneur en mg/100 g
Chlorophylles totales 1150
Chlorophylle a 610 — 750
Caroténoides (orange) 370

Phycocyanine (bleu)

15000 — 20000

Phycoérythrine (rouge)

29000 — 100000

V. Méthodes d’analyses

V.1. Extraction des différents pigments de la spiruline

Par définition, I’extraction est une méthode (ou procédé) utilisé dans le but d’isoler des composés
a partir d’un mélange solide ou d’une solution complexe. L’extraction joue un role clé¢ dans la
recherche expérimentale du point de vue préparation d’échantillons et analyses qualitatives et
quantitative de divers produits naturels ou synthétiques (ZAGHDOUDI, 2015).

V.1.1. Extraction des caroténoides

Quand il s’agit de cibles actives naturelles tels que les caroténoides, il existe plusieurs procédés
d’extraction parmi lesquels 1’extraction par solvant organique, qui présente la technique la plus
conventionnelle utilisé (ZAGHDOUDI, 2015).

V.1.2. Extraction de la chlorophylle

La chlorophylle est soluble dans des solvants organiques, et de ce fait, elle peut étre extraite en
utilisant I’acétone ou 1’éthanol, qui permettent sa solubilisation [12].

V.1.3. Extraction de la phycocyanine

Plusieurs méthodes ont été mise au point par divers chercheurs pour 1’extraction de la

phycocyanine notant : 1’eau, la congélation, I’extraction par des solvants, ... (LAFRI, 2018).
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L'extraction des phycobiliprotéines en général (dont la phycocyanine) sont extraites a partir d'une
biomasse séche ou fraiche entrainant une lyse cellulaire qui consiste en une rupture des membranes
plasmiques de cellules ou de bactéries par divers moyens notamment

e Des moyens physiques/mécaniques (par sonification, cycles de
congélation/décongélation) ;

e des moyens chimiques (solutions de CaCl,, (NH4)2S0;) ;

e des moyens biologiques (enzymes) (LAFRI et al., 2017).

V.2. Identification des différents pigments de la spiruline

Parmi les différentes techniques d’identification, nous avons utilisé la chromatographie sur
couche mince (CCM).

A l'origine utilisée pour la séparation de substances colorées (d'ou son nom), la chromatographie
est aujourd’hui une méthode puissante d'analyse qualitative et quantitative, une méthode simple et
rapide permettant de suivre I'évolution d'une réaction ou de tester la pureté de composés organiques.
[13].

» Principe

La chromatographie sur couche mince (CCM) est une technique basée sur des phénomeénes
d’adsorption et sur le principe de capillarité. Lorsque la plaque sur laquelle on a déposé 1’échantillon
est placée dans la cuve chromatographique: un récipient habituellement en verre, de forme variable,
fermé par un couvercle étanche, 1’éluant monte a travers la phase stationnaire (PhS). Mais, en
fonction de sa densité, de sa solubilité dans la phase mobile et des forces électrostatiques retenant le
composant sur la PhS, chaque composant de 1’échantillon se déplace a sa propre vitesse dans
I’absorbant. [14].

V.3. Dosage par spectrophotométrie des différents pigments de la spiruline

V.3.1. Caroténoides

Cette famille regroupe les caroténes et les xanthophylles. La classe des caroténes regroupe les 5
pigments suivants lep, a, &, y carotene et le lycopéne (JUIN, 2015).

Le B-caroténe a une absorbance a 425, 450 et 477 nm (RODRIGUEZ, 2001).
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Tableau 4 : Absorbances maximales des caroténoides (modifié) (JUIN, 2015).

Groupe Caroténoide Absorbance maximale
o carotene 448 et 476 nm
€ carotene 440 et 470 nm
Carotenes y caroténe 461 et 491 nm
Lycopene 474 et 506 nm
Xanthophylles Echinénone 459 nm
Vauchiéraxanthine 438 et 466 nm

V.3.2. Chlorophylle
On distingue 6 classes de chlorophylles : la chlorophylle a, b, ci, c;, c3, et d. Ces pigments
affichent  des caractéristiques spectrales trés proches et sont trés sensibles a la lumiere (JUIN,
2015).
Tableau 5 : Absorbances maximales des chlorophylles (modifié) (JUIN, 2015)

Chlorophylle Absorbance maximale
Chlorophylle a 430 et 662 nm
Chlorophylle b 457 et 646 nm
Chlorophylle c; 446 et 629 nm
Chlorophylle c; 450 et 629 nm
Chlorophylle c3 452 et 626 nm
Chlorophylle d 445 et 693 nm

V.3.3. Phycocyanine
L'absorbance maximale pour la phycocyanine, lI'allophycocyanine et les protéines totales est a
620 nm, a 655 nm et a 280 nm respectivement (SGUERA, 2008).
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V1. Evaluation de la qualité microbienne de la spiruline

L’analyse microbiologique peut avoir pour objectif de détecter ou de quantifier une grande
variété de microorganismes comprenant les bactéries et champignons qui peuvent étre pathogénes
ou toxinogenes pour 1’homme, s’ils sont susceptibles de détériorer ou de compromettre la quantité
d’un produit, ils peuvent aussi indiquer si un produit a été traité de facon adéquate ou inversement
(FRANCIS et MAIER, 2002 in MAHDJOUB et GHERIB, 2016).

V1.1 Flore mésophile aérobie totale

La flore mésophile aérobie totale est I'ensemble des micro-organismes aptes a se multiplier a lI'air
a température optimale de croissance située entre 25 et 40°C. lls peuvent étre pathogénes ou
d'altération (LINDEN, 1999 in GASSAMA, 2002).

V1.2. Flore fongique

Les champignons sont des microorganismes eucaryotes hétérotrophes comprenant les
moisissures et les levures (GUIRAUD, 1998).

» Les moisissures

Ce sont des champignons microscopiques filamenteux. Les cellules sont organisées en mycélium.
Certaines sont des parasites des végétaux (plus rarement des animaux), d’autres sont saprophytes, se
développant sur des déchets organiques et contaminant les produits alimentaires. Elles sont des
aerobies, acidophiles (3<pH<7), mésophiles (20°C<T<30°C), osmophiles et halophiles. Certaines
sont toxinogénes et libérent des mycotoxines dans 1’aliment provoquant un réel danger comme
Aspergillus clavatus.

» Les levures

Sont des champignons microscopiques unicellulaires, & cellules rondes ou ovales, & métabolisme
oxydatif ou mixte (oxydatif et fermentatif). Comme elles sont acidophiles (3<pH<7.5), mésophiles
(25-28°C). Parmi les levures, il y’a des levures pathogénes non toxique comme Candia albicans,
Cryptococcus neoformans. ...

V|1.3. Coliformes totaux

Ils regroupent un certain nombre d’espéces bactériennes appartenant en fait a la famille des
Enterobactériaceae. Selon (ISO) :le terme « coliforme » correspond a des organismes en batonnets,
non sporogenes, Gram négatif, oxydase négatif, facultativement anaérobies, capables de croitre en
présence de sels biliaires ou d’autres agents de surface possédant des activités inhibitrices de

croissance similaires, et capables de fermenter le lactose et le mannitol avec production de gaz en 48
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heures, a des températures allant de 35 a 37°C. Les coliformes comprennent les genres
Escherichia, Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella, Yersinia, Serratia (RODIER et al., 2005).

VI1. Activiteés thérapeutiques de la spiruline

VI1.1. Activité antioxydante

Depuis quelques années, les antioxydants font 1I’objet d’un engouement extraordinaire chez tous
les chercheurs en biologie médicale (SGUERA, 2008), la spiruline en est une source, elle contient
de nombreux systéemes antioxydants tels que : les enzymes (SOD), la phycocyanine, 1’acide gamma-
linolénique, B caroténe et vitamine E, 1 kg de spiruline contient autant d'antioxydants qu'une tonne
de fruits ! (MANET, 2016).

Elle active des enzymes antioxydantes comme la SOD et la catalase, capable de piéger les
radicaux libres et inhibe ainsi, entre autre, la peroxydation des lipides et les dommages causés a
I’ADN (KURLIKOWSKI, 2019).

De nombreuses études in vitro et in vivo montrent que le traitement & la spiruline réduit
significativement le stress oxydatif (GOULAMBASSE, 2018).

Selon I’étude faite par (LAHOUCINE, 2019), la concentration de 40 mg de poudre de spiruline
nécessaire pour inhiber 50% du DPPH radicalaire obtenue est de 0,160 mg/ml, ce qui montre que la
microalgue a une capacité¢ antioxydante légerement supérieure par rapport a celle de 1’acide
ascorbique (0,156 mg/ml).

VI1.2. Activité antibactérienne

Certaines études préliminaires sur la Spirulina plantensis ont montré des propriétés
antimicrobiennes efficaces. Ce résultat, certifie la possession de la cyanobactérie d’un mécanisme de
défense pour lutter contre les bactéries pathogénes et donc une perspective de mettre au point ou de
développer un antibiotique (agent antimicrobien) a base de plante, biodégradable qui pourrait étre
prometteur avec moins d'effets secondaires qui peuvent remplacer les médicaments synthétiques
(AL-GHANAYEM, 2017).

La spiruline Arthrospira platensis est capable d'inhiber la croissance de certaines bactéries a
Gram neégatif (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Proteus vulgaris) et a Gram positif
(Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis et Bacillus pumilus) (BHOWMIK et al., 2009 ;
FINAMORE et al., 2018).
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VII1I. Applications de la spiruline

La trés grande richesse de la composition chimique de la spiruline lui confere un large potentiel
d’utilisations. Outre le domaine de la malnutrition, elle est utilisée dans d’autres domaines plus
variés (LANGLADE et al., 2008), tels 1’agroalimentaire, le pharmaceutique et le domaine
cosmétologique.

VII1.1. La spiruline et I’'industrie agroalimentaire

Sur le marché, on trouve beaucoup de produits a base de spiruline : pates, biscuits, crémes
glacées, bonbons, nouilles, boissons (MOBIN et al., 2019 ; BOUKHARI, 2020) tirant profit de sa
riche composition nutritionnelle de part ses protéines, ses glucides, ses lipides et ses caroténoides
(MOLINO et al., 2018).

En Chine, ou la consommation des algues est plus ancienne, les produits disponibles sur le
marché, en plus des capsules, sont des produits agroalimentaires ou la spiruline a été incorporée
(BOUKHARI, 2020), tels les nouilles, pain, biscuits, thé et diverses boissons (LIANG et al., 2004).

En Afrique, son utilisation se limite aux programmes de lutte contre la malnutrition et contre le
HIV. Sa richesse nutritionnelle et ses qualités thérapeutiques et la possibilité de sa culture locale ont
motivé ce choix (BOUKHARI, 2020).

Ici en Algérie, la spiruline a fait I’objet d’études pour son incorporation, de ce fait, ils I’ont
incorporée dans le couscous (un plat traditionnel largement consommé en Algérie).afin d’améliorer
essentiellement sa qualité nutritionnelle (DOUMANDIJI et al., 2012).

Gréace aux pigments naturels extraits des spirulines (phycocyanine, caroténoides, chlorophylle),
qu’on obtient des colorants naturels utilisables notamment dans 1’industrie alimentaire (CRUCHOT,
2008).

VI11.2. La spiruline et I’'industrie pharmaceutique

L'industrie pharmaceutique a été I'une des pionniéres a observer la nature, a l'utiliser et a la
copier, toujours en quéte de nouvelles molécules (SGUERA, 2008).

En Europe, la spiruline est utilisee comme un complément alimentaire, seul ou en association
avec d’autres algues ou extraits de plantes. Elle est considérée comme une bonne source de
nutriments (NICOLETT]I, 2016), Elle est consommeée pour ses bienfaits sur la santé :

v' Antioxydation liée a la phycocyanine ; renforcement du systéme immunitaire grace aux
polysaccharides ;

v’ activité antivirale : liée au sulfoquinovosyldiacylglycerol riche en sulfolipides ;
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v/ activité antitumorale : liée a la phycocyanine ;

v Diminution du taux de cholestérol grace aux acides gras polyinsaturés omega3 et oméga-6 ;

v' Amélioration des capacités sportives : par ses teneurs en fer, en vitamine B12, et en R-
carotene qui faciliteraient la récupération ;

v Lutte contre I’asthénie par son apport en oligoéléments et vitamines ;

v Activité anticoagulante liée au Spirulane Calcique (Sp-Ca) et au Spirulane Sodique (Sp-Na)
(NIANGORAN, 2017).

V111.3. La spiruline et I’industrie cosmétologique

La spiruline contient suffisamment de vitamines et minéraux nécessaires pour les cheveux, les
ongles et la peau, et du coup la peau retrouve sa souplesse, les cheveux retrouvent leur brillance et
vigueur, les ongles se fortifient ;

La spiruline agit également en favorisant la cicatrisation grace a sa forte teneur en chlorophylle
ainsi qu’a la présence d’acide gamma-linolénique;

Elle agit aussi sur les peaux ridées qui ont perdues leur élasticité (déficit en €lastine) d’ou une
diminution de la tonicité du tissu conjonctif ; et pour prévenir le vieillissement cutané, les acides

gras polyinsaturés de la spiruline présentent une solution intéressante (GOULAMABASSE, 2018).
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Matériel et méthodes

I. Matériel végétal

La spiruline utilisé dans notre étude (figure 07) provient de la région de Tamanrasset, située a
1824 m d’attitude prés de Tamanrasset dans le Sahara Algérien, a la Guelta Taguemart (N 23° 01.-
E5°25.473°).

Sa production est faite d’'une maniére artisanale dans la société ‘SPIRULINA ALGERIE EURL’
qui se trouve dans la wilaya d’Oran. Le spécialiste de la recherche et de développement de la
spiruline M.Hiri a choisi un milieu de culture constitué¢ d’eau principalement, de sels minéraux et
d’autres composants chimiques (cyanate d’ammonium (urée) : CH4N,O, Chlorure de Sodium
(Nacl), ...) convenable pour la souche, avec un pH compris entre 7.5 et 9 et une agitation mécanique
continue a I’aide d’une pompe a air avec des coupures de 20 minutes de temps en temps. Une fois la
biomasse obtenue, la filtration se fait a 1’aide d’un systéme de filtration a 1’aide d’un tissu en nylon
de grosseur de I’ordre de 30 micron et une pompe a vide ou un récipient, et par raclage délicat, la
spiruline est récupérée a I’aide d’une spatule stérile.

Le sechage de la spiruline est fait par atomisation. Cette méthode consiste en une pulvérisation
d’un spray de spiruline liquéfié a travers un courant d’air chaud et d’humidité. La spiruline obtenue
¢tait sous forme d’une poudre fine, Cette poudre est conservée dans une boite fermée
hermétiquement a I’abri de la lumiére, d’air et d’humidité (emballage primaire). Puis mise dans des
sacs en papier a I’extérieur de nature opaque (packaging) pour étre commercialisee.

La procédure entamée était d’abord la commande de la spiruline en ligne au mois d’Auvril et la

réception a été faite au mois de Mai.

Utlg pii
a Spiruline

Figure 7: Emballage de la spiruline regue
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I1. Analyses physico-chimiques de la poudre de spiruline

11.1. Détermination du potentiel d’hydrogéne pH
> Principe

Le pH est base sur la détermination en unité de la différence de potentiel existant entre deux
électrodes plongées dans le produit a analyser a I’aide d’un pH-meétre.
» Mode opératoire
-Dans 100 ml d’eau distillée, on dissout dans un bécher 4 g de spiruline.
-On met cette solution au bain marie pendant 30 minutes.

-Apres refroidissement, on mesure le pH avec une sonde préalablement lavée avec de 1’eau

distillée, puis on la plonge dans la solution a mesurer jusqu’a ce que la valeur se stabilise.

11.2. Taux d’humidité
» Principe

Le taux d’humidité consiste a calculer la quantité d’eau évaporée aprés séchage a 105°C.
» Mode opératoire (AOAC, 1999)
-Dans un creuset vide sans couvercle pesé au préalable (soit Pg), on met 2 g de spiruline (soit Py).

-On couvre partiellement 1’échantillon, puis on étuve a 105°C jusqu’a I’obtention d’un poids
constant (24 heures), puis on retire le couvercle et on laisse refroidir au dessiccateur. L’échantillon

obtenu sera P, son poids.

» Expressions des resultats

Le taux d’humidité est calculé selon 1’équation suivante :
P1 —P2

=——x 100
P1 —PO

H%

Avec :
Po : le poids du creuset vide.
P : le poids du creuset avec échantillon avant étuvage.

P, : le poids du creuset avec 1’échantillon apres 24 heures d’étuvage.
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11.3. Taux de matiere minérale (AOAC, 1980)
> Principe

Les cendres représentent le produit résultant de la minéralisation par incinération (combustion) de
la matiére séche de 1’échantillon dans un four a moufle a 600°C.
» Mode opératoire
-La combustion se fait comme suit :
-Le creuset qui a servi a la détermination de la matiere séche est porté au four & moufle
pendant 2 heures a tempeérature de 600°C.
-On pese a nouveau apres refroidissement au dessiccateur pendant 30 min (soit Ps).
Expressions des résultats

Le taux de la matiere minérale est calculé selon 1’équation suivante :

_Hn
M.Mth = —x 100

Avec :
Po : le poids du creuset vide.
P, : le poids du creuset avec I’échantillon aprés 24 heures d’étuvage.

Pt : le poids du creuset apres combustion.

11.4. Taux d’acidité titrable
La détermination de I’acidité est faite selon le protocole d’AKROUR. AISSOU C.2020 travaux

pratiques 5°™

année biotechnologie marine.

> Principe

Titrage de I’acidité avec une solution d’hydroxyde de sodium en présence de phénolphtaléine
comme indicateur.

> Mode opératoire

-Dans une fiole conique adaptée a un réfrigérant a reflux contenant 50 ml d’eau distillée chaude
(bouillie puis refroidie), on met 2.5 g de spiruline puis on mélange jusqu’a obtention d’un liquide
homogene qu’on chauffe au bain marie pendant 30 minutes.

- Apres refroidissement, on transvase le contenu de la fiole conique dans une fiole jaugée de 250

ml, puis on complete jusqu’au trait de jauge avec de 1’eau distillée et on mélange.
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-On préleve 10 ml du filtrat dans 10 ml d’eau distillée auquel on ajoute [0.25 ml - 0.5 ml] de
phénol phtaléine tout en agitant.
-A D’aide d’une burette, on verse la solution d’hydroxyde de sodium NaOH 0.1 N jusqu’a

I’obtention d’une couleur rose persistante pendant 30s.

» Expressions des résultats

L’acidité titrable est exprimée en gramme acide citrique selon 1’équation suivante :
250 X V1 X 100} _175%xV1
V0 X MO X 10 © VOXM

A%=[

Avec :

M : Masse en gramme de 1’échantillon prélevé.

Vo : Volume en millilitre d’une prise d’essai.

V1 : Volume en millilitre de I’hydroxyde de sodium.

0.07 : Facteur d’une conversion de 1’acidité titrable en équivalent d’acide citrique.
I11. Analyses quantitatives par Spectrophotométrie
I11.1. Extraction des pigments caroténoides

> Principe

L’extraction des caroténoides a été réalisée au laboratoire de ’ENSSMAL, la méthode choisie est
celle de VICTOR et al., 1995 in AISSOU, 2020 (polycopié des travaux pratiques 4°™ année
aquaculture).

» Mode opératoire

- On extrait 5 g de spiruline a I’aide d’un Buchner sous vide avec 40 ml d’hexane — éthanol (1:1).

-On répéte la filtration jusqu’a I’obtention d’un résidu incolore (dans notre cas 8 fois) on ajoute
le méme volume KOH méthanoique a 10% au volume du filtrat obtenu puis on le met dans un
flacon brun qu’on chauffe au bain marie a 40°C pendant 10 minutes.

-Afin d’interrompre la saponification, le flacon est mis dans un bac de glace.

-Le mélange obtenu est transvasé dans une ampoule & décanter, on y ajoute 25 ml d’hexane et 20
ml d’eau distillée puis on agite légerement.

-On obtient deux phases : phase organique et phase aqueuse (Voir annexe figure 4).

-D’autres extractions sont faites sur la phase aqueuse, en ajoutant 40mL Hexane — Ethanol (1:1),

et la phase organique obtenue est rajoutée aux phases organiques obtenues précédemment.
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- A la phase organique, on ajoute 20 ml d’hexane et on la filtre avec un papier Wattman dans un
ballon (Voir annexe figure 5).
-Ainsi sont obtenues des pigments de caroténoides concentrés apres évaporation de 1’hexane dans

le rota vapeur.
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Filtration sous vide de 59 de spiruline avec
40ml d’Ethanol-Hexane (1 :1)

v

Réextraction jusqu'a décoloration et épuisement du
résidu

\/

L’ajout du méme volume de KOH méthanoique a 10%
que le volume obtenu et le mettre dans un flacon brun

v

Chauffage du mélange 10 minutes a 40°C, puis
refroidissement dans un bac de glace

v

Décantation de différentes fractions du solvant dans
une ampoule a décanter avec 1’ajout de 25 ml d’Hexane
et de 20 ml d’eau distillée

v

Agitation 30 a 60 secondes

|

V

Phase organigue

v

Réextraction 2 a 3 fois par 40 mi
d’Ethanol-Hexane (1 :1)

v

Phase aqueuse

v

Lavage avec 20ml d’Hexane

Lecture au spectrophotométre

v

Filtration dans un ballon avec papier
wattman

v

Evaporation du solvant dans un
rotavapeur a 40°C

a450 nm
A v
L’ajout de 999 ml d’hexanea | Obtention d’un concentré de < Dilution du concentré avec 25 ml
1 ml de la solution prélevee piaments caroténoides d’hexane

Figure 8: Protocole d'extraction des caroténoides (VICTOR et al., 1995 in SADOUN et BENYOUNES;

2005).
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> Expression des resultats
A partir de la courbe d’étalonnage, on évalue les concentrations en [ —caroténe des échantillons a

une longueur d’onde de 450 nm.

I11.2. Extraction des chlorophylles (ZINGA et al., 2016)
» Principe

La poudre de la spiruline est mise en contact avec de 1’éthanol a 90° qui va la lyser
mécaniquement et détruire les membranes des cellules dans le but d’en extraire les organites. La
solution chlorophyllienne ainsi obtenue est filtrée et la chlorophylle brute extraite est récupérée.

» Mode opératoire

-2 g de poudre de spiruline est mise avec 20 ml d’éthanol a 90° en laissant le mélange a 3 min a
’air libre.

-le liquide est filtré, puis le filtrat est dilué en ajoutant 50 ml d’éthanol a 90°.

-Lire les absorbances a 645 nm et a 663 nm.

Prise d’essai de 2 g de spiruline avec 20 ml
d’éthanol, et laisser au repos pendant 3 min

Filtration du liquide puis dilution du
filtrat avec 50 ml d’éthanol a 90°C

Lecture des absorbances a 645 nm et a
663 nm

Figure 9 : Extraction de la chlorophylle

111.3. Extraction de la phycocyanine
111.3.1. Méthodes mécaniques

111.3.1.1. Extraction a I’eau
Cette méthode est faite selon le protocole décrit par M’BAYE et al., 2011.
» Principe
C’est une décantation en présence de 1’eau distillée autour de 4%, qui se base sur la colorimétrie

pour mesurer la teneur en pigments.
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» Mode opératoire
- A I’obscurité, on laisse décanter dans 1’eau une suspension de 4% de spiruline qu’on centrifuge
a 9000 tours/15 mn a 4°C (Voir annexe figure 6).

-On préléve le surnageant qui subira une dilution de 1/100 avec I’eau distillée.

Suspension de 4% de spiruline est mise dans
I’eau a I’obscurité

Décantation puis centrifugation (9000 tours
/15mn)a4-°C

Prélévement du surnageant lequel subit une
dilution (facteur 100) avec de I’eau

y

Mesure de la densité optique de la solution a
280nm, 615nm, 620nm et 652nm

\

Calcul du taux en phycocyanine selon la
formule de M’baye et al

Figure 10: Extraction de la phycocyanine a I'eau

> Expression des résultats :
-On mesure la densité optique de la solution a 615 nm, 620 nm, 280 nm, et 280 nm.
-On calcule le taux en phycocyanine selon la formule de M’BAYE et al :

1.873 % ( Abs620 — 0.474 x Abs652) X F
C

% en phyccyanine =

Avec :
C : % de la concentration de spiruline séche mise a tremper dans I’eau autour de 4%.
F : facteur de dilution en volume (ml).

111.3.2. Méthodes chimiques

111.3.2.1. Extraction par solvant
Cette méthode est faite selon le protocole de DOKE (2005).
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> Principe

L’extraction par un solvant est une technique sélective qui repose sur la solubilité des especes a
extraire dans un solvant donné ; le solvant doit alors étre non miscible a 1’eau, dissoudre facilement
I’espéce a extraire, et étre liquide a la température de 1’extraction (d’ou I’appellation liquide
liquide). Sa densité nous permet de situer la position de la phase organique pour achever
I’extraction.

Lors du contact entre la solution et le solvant d’extraction, 1’espéce chimique passe de 1’un a
I’autre.

» Mode opératoire

- 4 g de spiruline est versée dans 120 ml de tampon phosphate, on incube a 1’obscurité pendant 12
h a4 °C pour permettre la lyse des cellules.

-On récupere le surnageant bleu aprés centrifugation, apres on lui rajoute 120 ml du tampon
phosphate, et on incube une deuxieme fois a I’obscurité pendant 12 h.

-On centrifuge une deuxiéme fois, et on mélange les deux surnageant afin de lire 1’absorbance a
615 nm, a 652 nm, a 620 nm et 280 nm.

Incuber 4 g de spiruline avec 120 ml de tampon phosphate a
I’obscurité a 4° C pendant 12 h

v

Centrifuger pour la premiére fois et récupérer le surnageant
bleu

v

Rajouter 120 ml de tampon phosphate au précipité et incuber
12hrs a I’obscurité

v

Centrifuger pour une deuxiéme fois et mélanger les deux
surnageants

v

Lire I’absorbance a 280 nm, 615 nm, 620 nm et 652 nm

Figure 11 : Extraction de la phycocyanine par solvant

111.3.2.2. Extraction par séparation aqueuse a double phase
Cette méthode est faite selon le protocole de BULGARIU et al., 2008.
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> Principe

L’extraction de la phycocyanine par la méthode de séparation a double phase implique la
séparation des molécules entre deux ou plusieurs phases aqueuses immiscibles. Du polyéthyléne
glycol (PEG) et des sels phosphate sont ajoutés a une quantité donnée d'extrait frais de
phycocyanine. Apres mélange et décantation, le systéme se sépare en deux phases. Ces phases sont
ensuite analysées par spectroscopie UV pour estimer la pureté et la quantité de la phycocyanine.

» Mode opératoire

- On met une solution de spiruline a 1’obscurité (90g de spiruline dans 10 ml d’eau) a laquelle on
rajoute une solution de 40% de polyéthyléne glycol (40 g dans 60 ml d’eau) et une solution de 20%
de sels de phosphates (10 g de K2HPO4 et 10 g de KH2 PO4 dans 60 ml d’eau) (on a utilisé une
solution glucosée : 20 g de glucose dans 80 ml d’eau). (Voir annexe figure 7).

- Avec la méthode d’Alberston, on a prélevé 1g de 40 % (1/1) de PEG, 1,25 g de 20 % (1/1) de
sels phosphates + 0.5 g de spiruline et 2.25 ml d’eau.

-Apres mélange, le composé est mis a 1’obscurité dans un agitateur pendant 20 minutes. On
procéde a une centrifugation, puis a la mesure des volumes de phases et on lit I’absorbance a 280

nm, a 615 nm, a 620 nm et a 652 nm.

Une solution de spiruline de 90 % (90 g de spiruline dans 10g ml d’eau) a 1’obscurité est préparée.

v

Rajouter :

Une solution de 40% de polyéthylene glycol (PEG) : 40 g PEG dans 60 g d’eau

Une solution de sels de phosphates a 20% : mélange de 10 g de K,HPO, et 10 g de KH, PO, dans 60
g d’eau (on a utilisé une solution glucosée a 20% : 20 g de glucose dans 80 ml d’eau).

Avec la méthode d’ Alberston, prélever 1g de 40 % (1/1) de PEG, 1,25 g de 20 % (1/1) de sels
phosphates + 0.5 g de spiruline et 2.25 ml d’eau.

v

Aprés mélange, le composé mis a I’obscurité, subit une agitation

v

Calcul du pourcentage et la pureté en phycocyanine

Figure 12 : Extraction de la phycocyanine par séparation aqueuse a double phase
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> Expression des résultats

Le calcul du pourcentage et de la pureté de la phycocyanine extraite par solvant et par séparation
aqueuse a double phases est fait selon 1’équation de BENNETT et BOGORAD (1973)

PC (mg/ml) = (Abse15-0,474 x Absgs)/5, 34

La pureté de phycocyanine est déduite selon la formule : Absgyo/ AbSys0.

Avec :

Abs a 620 nm indiquant la concentration de la phycocyanine.

Abs a 280 nm indiquant la concentration totale des protéines.

I11.4. Dosage par spectrophotométrie des différents pigments de la spiruline
Le dosage quantitatif des différents pigments de la spiruline par spectrophotométrie a été réalisé

au laboratoire LBCM2 de ’ENSSMAL.

» Principe

Le principe de la spectrophotométrie est basé sur la loi de Beer-Lambert : la densité optique
d’une solution d’une substance absorbante dans un solvant non absorbant est proportionnelle a
I’épaisseur de la solution traversée et a la concentration de la solution.

» Expression des résultats

D.O=¢.l.C.

Avec :

D.O : densité optique (nm).

C : concentration molaire volumique (mol /I).

¢ : coefficient d’extinction molaire, fonction de A.

La loi de Beer-Lambert est valable si les solutions sont trés diluées.

111.4.1. Dosage des caroténoides
> Mode opératoire :

-L’extrait sec de caroténoide est récuperé avec 25 ml d’hexane (Voir annexe figure 8).
Préparation de la gamme étalon (BENK, 1960) in AKROUR. AISSOU.,2020

-La solution de bichromate de potassium standard est préparée par dissolution de 0.0036 g dans
100 ml, chaque ml de la solution correspond a 0.0266 mg de caroténoides totaux calculés comme

[ — caroténe (Voir annexe figure 9).
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-La concentration de la solution sera donc 26.6 mg/l de caroténoides, a partir de laquelle on
prépare les différents standards aux différentes concentrations (mg/l) : 1, 2, 5, 10, 15 mg/l (Voir
annexe figure 10).

-On dilue 1000 fois chaqu’un de nos échantillon afin qu’il fasse partic de I’intervalle de la
gamme étalon préparée.

-On met dans une cuve une quantité de chaque standard puis on I’introduit dans un
spectrophotometre visible /UV, aprés avoir régler la longueur d’onde a 450 nm qui correspond au

maximum d’absorbance du [ caroténe.

111.4.2. Dosage de la chlorophylle
Pour y procéder, on dilue 1 ml de I’extrait dans 9 ml d’éthanol 90°.

111.4.3. Dosage de la phycocyanine
Les diluants dépendent de la méthode utilisée pour extraire la phycocyanine brute.

» Mode opératoire
-Pour y procéder, on préléve 1 ml de chaque extrait qu’on le dilue soit avec
-99ml d’eau ;
- 99 ml de tampon phosphate ;
- 99 ml de solution phosphate ou de solution glucosée.
-On prend une quantité de chaqu’un des trois standard, qu’on met dans une cuve a
spectrophotometre visible /UV afin de lire les absorbances a des longueurs d’ondes prédéfinies (a
280 nm, a 615 nm, a 620 nm et a 652 nm).

IV. Analyse qualitatives spectrale
L’analyse qualitative pour identifier les différents spectres a été réalisee au laboratoire LBCM2

de PENSSMAL.
IV.1. Ildentification des différents spectres des pigments de la spiruline

En absence d’un spectrophotométre a balayage nous avons procedé a déterminer les différents
spectres des pigments extraits en traduisant leurs données de dosage quantitatif sous forme de
balayages allant respectivement de [400 nm — 700 nm], [400 nm — 700 nm] et de [200 nm — 800
nm] pour chaqu’un des pigments caroténoides, chlorophylles et phycocyanine.
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IV.2. Identification des différents pigments de la spiruline par séparation sur couche mince
(CCM)

La chromatographie sur couche mince utilisée dans notre travail pour identifier les différents
pigments contenus dans notre spiruline, a été reéalisee au niveau du laboratoire LBCM2 de
I’ENSSMAL.

IVV.3. Séparation des pigments de la spiruline sur couches imprégnées par I’huile de paraffine
(AISSOU, 2020)
> Principe

Dans notre cas, on parle de chromatographie de partage du fait qu’on se trouve en présence d’une
phase stationnaire non polaire (paraffine liée au support) et une phase mobile polaire (solvant).

La phase stationnaire est composée d’une couche solide sur laquelle est déposé un gel de silice
servant de support et la phase mobile est constituée d’un éluant qui sépare les différents pigments.
Plusieurs gouttes de solution de pigments: caroténoides, chlorophylles et phycocyanine sont
déposées sur la phase stationnaire a 1’aide d’une micropipette pour former des taches. La plaque de
silice est mise en contact avec la phase mobile qui va migrer et entrainer les pigments par capillarité.

Une fois que la migration est terminée, on obtient plusieurs taches colorées sur la plaque de silice
correspondantes aux différents composants des pigments.

» Mode opératoire

-On plonge une plaque chromatographique préte a I’emploi dans une cuve contenant une solution
de I’huile de paraffine épaisse a 8% dans 1’éther de pétrole.

- A 3 cm du bord supérieur du front, on stoppe 1’imprégnation.

-On laisse la plaque séchée 24 h environ a ’air libre (pour que 1’éther de pétrole soit eliminé
complétement avant la chromatographie). Puis la découper en deux bandes 15cm de long et 8cm de
large.

-On trace 2 cm dans les parties non imprégnées sur lesquelles on dépose une goutte de chaque
solution de pigments a I’aide d’une micropipette, le séchage se fait a I’air libre.

-Par la suite, on plonge les deux bandes dans des cuves en position verticale contenant deux
systemes de solvants bien déterminés : méthanol/acétone (5;2), et méthanol/acétone/eau (20 ; 4 ; 3)
a 1cm du bord inferieur des plaques (parties non imprégnées), puis on ferme les cuves pour qu’elles
soient saturées de vapeurs des solvants.

-On arréte la migration a 10 cm du bord supérieur (front de solvant), on laisse sécher a I’air libre.

-On cercle chaque tache et on pointe son centre a partir duquel on calcule le rapport frontal (RF).
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> Expression des résultats
Le rapport frontal est calculé comme suit :

distance parcourue par la substance

distance parcourue par ['éluant

Avec:0<RF>1.

Si RF =0 la substance reste au point de départ (pas d’affinité pour le solvant).

Si RF = 1: la substance est totalement entrainée par le solvant jusqu’au front.

V. Evaluation de la qualité microbienne de la spiruline

Les analyses microbiologiques ont été effectuées au niveau du laboratoire de biologie cellulaire et
moléculaire 1 (LBCM1) de ’ENSSMAL.

Pour la préparation de la suspension meére, nous avons préparé de facon aseptique, une solution
ayant une dilution de 1/10 (1 g d’échantillon auquel 9 ml d’eau physiologique stérile ontété
ajoutés). Différentes dilutions décimales sont retenues (107, 10, 10, 10, 10° et 10°) pour les
analyses.

V.1. Dénombrement de la flore mésophile aérobie totale (FMAT) selon la norme NFV08-
051 (Anonyme, 1992 in AOUIR, 2017)

Pour cela, on transfére 0,1 ml des différentes dilutions décimales retenues (10, 102, 10, 10,
107 et 10°®) dans les boites de pétri de diamétre de 90 mm, on rajoute 15 ml environ du milieu Plate
Count Agar (PCA). Apres solidification, une deuxieme couche de gélose est déposée en surface. On
incube les boites de Pétri a 30 °C pendant 72 heures. Seules les colonies blanchatres situées entre les
2 couches de PCA sont prises en compte. On retient pour le dénombrement, les boites de Pétri

contenant un nombre compris entre 30 et 300 colonies.

V.2. Dénombrement de la flore fongique (FF)
Il concerne les levures et les moisissures. Le milieu utilisé pour le denombrement des levures et

des moisissures est Sabouraud Chloramphenicol (en annexe tableau 3). Le milieu est coulé et
refroidi dans des boites de Pétri. 0,1 ml des dilutions sont étalés a la surface de la gélose. Aprés 5

jours d’incubation a 25 °C, on retient les boites contenant moins de 150 colonies.

V.3. Dénombrement des coliformes totaux (CT)
Le milieu désoxycholate lactose agar (1%) a eté utilise. 1 ml d’une dilution est prélevé et

ensemencé dans la gélose en surfusion. Les incubations sont faites a 30 °C et les lectures apres
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48 heures. Le nombre total de germes est exprimé en unité formante colonies par gramme de
produit (UFC/qg).

V.4. Expression des résultats
Le calcul du nombre N de micro-organismes ( FMAT, FF et CT ) par g de produit est obtenu a

I'aide de I'équation suivante :

v EC
T (nl +0.1n2) xd

¥ C : somme des colonies comptées sur les boites retenues.
d : taux de dilution correspondant & la premiére dilution.
n; : nombre des boites de pétri comptées pour la premiére dilution.

n, : nombre des boites de pétri comptées pour la deuxieme dilution.

V1. Détermination des activités thérapeutiques de la spiruline
L’activité antioxydante et antibactérienne ont été réalisé a 1’université de Saida "Dr. Moulay

Tahar " faculté des sciences département de biologie respectivement au niveau du laboratoire de
chimie et laboratoire de biotoxicologie, pharmacognosy et valorisation biologique des plantes
(LBPVBP) .

VI1.1. Activité antioxydante
Le pouvoir antioxydant de la spiruline a été mesuré par la méthode au 1, 1-diphényl-2-

picrylhydrazyle (DPPH).

» Principe

Le procédé de piégeage des radicaux libres du 1, 1-diphényl-2-picrylhydrazyle (ou DPPH)
constitue la premiére approche pour évaluer le potentiel antioxydant d'un composé, d'un extrait ou
d'autres sources biologiques dans un systeme modele (solvant organique, température ambiante).
C’est un test qui mesure la capacité d’un antioxydant (AH, composés phénoliques généralement) a
réduire le radical chimique DPPH par transfert d’un hydrogéne. Le DPPH, initialement violet, se
transforme en DPPH-H, jaune pale.

» Mode opératoire

e Préparation de la solution alcoolique de DPPH

-Pour cela on prépare 100 ml d’une solution 60 um de DPPH qui correspond approximativement

a 2.4 mg = 0.0024 g de DPPH dans 100 ml de méthanol (Voir annexe figure 11).
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e Préparation de I’extrait méthanolique

-On macére 40 mg de poudre de spiruline dans 20ml de méthanol pendant 10mins a température

ambiante, aprés filtration on récupére 1’extrait verdatre.
e Mesure de I’activité

-Selon le protocole décrit par Mansouri et al., (2005) :

-100 pl des solutions d’extraits de spiruline a différentes concentrations (125 pg/ml, 250ug/ml,
500 pg/ml, 1000 pg/ml, 2000 pg/ml) ont été ajoutés a 1300 ul de DPPH.

-Parall¢lement, un contrdle négatif est préparé en mélangeant 100 pl de méthanol (sans extrait)
avec 1300 pl de la solution méthanolique de DPPH.

- La lecture de 1’absorbance a I’aide d’un spectrophotométre est faite contre un blanc préparé
pour chaque concentration a 515 nm aprés 30 min d’incubation a 1’obscurité et a température
ambiante.

- Le controle positif est représenté par une solution d’un antioxydant de synthése qui est 1’acide
ascorbique (antioxydant standard) dont I’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les
échantillons et pour chaque concentration. Chaque test a été réalisé en deux répétitions.

-L’activité antioxydante est exprimée en concentration d’inhibition (ICsg), définie comme étant la
concentration de 1’extrait nécessaire pour provoquer une diminution de 50% de 1’absorbance du
radical DPPH (515 nm). On détermine, a partir du graphe, le pourcentage d’inhibition par rapport a
la concentration de I’extrait. Des valeurs d’absorbance plus faibles du mélange réactionnel indiquent
une activité piégeage des radicaux libre plus élevée (AOUIR , 2017).

» Expression des résultats

-L’activité anti radicalaire est révélée par la diminution de I’intensité de la coloration du mélange
qui est exprimée en pourcentage d’inhibition et calculée selon la formule :

(DO temoin — DO extrait )
X 100

DO temoin

Pl =

Avec .
PI : Pourcentage d’inhibition.
Do témoin : Absorbance du témoin négatif.

Dg extrait : Absorbance de 1’extrait.
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V1.2, Activité antibactérienne
L’activité antibactérienne de 1’extrait de la spiruline contre les deux souches bactériennes

choisies est évaluée par la technique de diffusion sur milieu solide (ou la méthode des disques).

Les bactéries de références utilisées sont :

Staphylococcus aureus ATCC 33862 et E. coli ATCC 25922 proviennent du laboratoire
LBPVBP.

> Principe

L’aromatogramme appelée aussi antibiogramme est une technique utilisée en bactériologie
médicale, elle se réfere a la diffusion d'un agent antimicrobien d'une concentration spécifique a
partir de disques dans le milieu de culture solide, qui a été ensemencé avec l'inoculum. La méthode
est basée sur la détermination d'une zone d'inhibition proportionnelle a la sensibilité bactérienne a
I'antimicrobien présent dans le disque.

» Mode opératoire

e Revivification des souches

-Les souches identifiées et conservées sur des milieux spécifiques (géloses inclinées) ont été
revivifiées sur bouillon nutritif.

-La revivification consiste a prendre cing colonies des tubes contenant les souches conservées et
les mettre dans un tube a essai stérile contenant 5ml de bouillon nutritif préalablement préparé.
Apreés incubation a 37°C (température optimale de croissance de ces bactéries) pendant 24 heures, la
croissance est appréciée par ’apparition d’un trouble dans le milieu.

e Purification des souches

-L’étape de purification consiste a réaliser un isolement par stries a partir du bouillon
d’enrichissement sur gélose spécifique (Mueller-Hinton) préalablement coulée sur des boites de
pétri. L’incubation est réalisée a 37°C pendant 24 heures. L’obtention de colonies de méme taille et
de méme aspect apres étuvage, renseigne sur la pureté des souches.

e Préparation de I’extrait de spiruline (CHAKRABORTY et al., 2015)

-5 g de poudre de spiruline a été dissoute dans 100 ml d'eau distillée dans une fiole conique et
agités régulierement pendant six heures, puis maintenus au repos pendant 18 heures. Le macérat
ainsi obtenu a été filtré avec du papier filtre Wattman n ° 1 et le filtrat a été recueilli dans un ballon
propre. Environ 25 ml du filtrat ont été prélevés dans un bol en porcelaine propre et laissés sécher

dans un incubateur a 40 °C.
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e Préparation de la suspension bactérienne

Elle est réalisée dans une solution saline stérile de 0.9% de NaCl avec une turbidité de 0.5 de la
gamme de Mc Farland ce qui correspond & un inoculum d’environ 1 4 2*10® UFC/ml (I’absorbance a
625 nm doit &tre comprise entre 0.08 et 0.13).

e Détermination de I’activité antibactéienne

-1 ml d’cau distillée stérile est ajouté a 0.5 g de 1’extrait sec de la spiruline, on obtient un extrait
aqueux qu’on filtre a I’aide d’un filtre seringue a 0.22 um.

-Prélever 1ml du filtrat et le mettre dans 8 tubes préalablement remplis avec 1ml d’eau distillée
stérile allant de 107, 107%, 107, 107, 10, 10, 107 et 10°®.

-Imbiber les disques stériles de papier Wattman de 8 mm de diametre avec 15ul de I’extrait
aqueux et les déposer sur la surface des boites de pétri contenant les souches bactériennes
ensemenceées.

-Incuber les boites a 37°C pendant 24 heures. (CHAKRABORTY et al., 2015).

e Expression des résultats

Les résultats obtenus seront exprimés en diametre de zones d’inhibition produites autour des

disques (CHAKRABORTY et al., 2015).
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Résultats et discussion

I. Resultats des analyses physico-chimiques de la poudre de spiruline

1.1. Potentiel d’hydrogene pH
La mesure du pH est présentée dans la figure ci-dessous

i vaA
li LS 04

Figure 13 : Mesure du pH

Les valeurs de pH obtenues des trois essais sont présentées dans le tableau suivant
Tableau 6: Valeurs de pH de la poudre de spiruline

2eme 3eme

Essais 1% essai essai essai
pH 1.72 7.67 7.84

-Le pH moyen de la poudre de spiruline est de 7.74 légerement alcalin conforme au milieu dans
lequel est cultivée la spiruline. Effectivement, nos résultats concordent avec ceux de DOUMANDJI
et al., 2012. Ce milieu tres alcalin présente deux avantages majeurs

Meilleure absorption du gaz carbonique de l'air et une protection contre les contaminations
(JOURDAN, 2012).

Ce pH alcalin est di aux conditions de culture : séchage a température basse qui convient a la
micro algue. Sachant que lorsque elle est séchée a de fortes températures (60°C a 65°C) puis
réhydratée, le pH devient acide (jusqu’a la valeur de 5) et la les cellules de la spiruline éclatent
(JOURDAN, 2012).

1.2. Taux d’humidité
Les creusets contenant la poudre de la spiruline obtenus aprés 24 h d’étuvage sont illustrés dans la
figure 14.

Figure 14 : Poudre de spiruline aprés 24 h d'étuvage
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Les poids des creusets vides obtenus apres la pesée sont les suivants
Tableau 7: Poids des creusets vides

Creusets Creuset 1 Creuset 2 Creuset 3
Poids Py (g) 65.44951 61.42627 64.21682

Les poids des creusets contenant 1’échantillon apres la pesée sont les suivants

Tableau 8 : Poids des creusets + échantillon

Creusets Creuset 1 Creuset 2 Creuset 3
Poids P; (g) 67.45602 63.43082 66.21759

Les poids des creusets contenant 1’échantillon aprés 24 heures sont les suivants

Tableau 9 : Poids des creusets + échantillon apres 24 heures

Creusets Creuset 1 Creuset 2 Creuset 3
Poids P, (g) 67.36854 63.33678 66.12901

Les taux d’humidité sont exprimés dans le tableau suivant

Tableau 10 : Taux d’humidité dans chaque creuset

Creusets Creuset 1 Creuset 2 Creuset 3
Taux d’humidité % 4.359808822 4.691327231 4.427295491

Le taux moyen de I’humidité obtenu est de 4.493%, selon JOURDAN, 2012, ce résultat inférieur
a 9% confére a la poudre de spiruline un long délai de conservation.
Cette faible teneur confirme les bonnes conditions de séchage (a température basse) sans risque

de fermentation.

1.3. Taux de matiére minérale
La combustion de la poudre de spiruline séchée aprés passage au four a moufle a 600°C est

montrée dans la figure 15.

Figure 15 : Creusets aprés combustion
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Les poids des creusets aprés combustion sont enregistres dans le tableau ci joint

Tableau 11 : Poids du creuset aprés combustion

Creusets Creuset 1 Creuset 2 Creuset 3
Poids P 65.58064 61.55484 64.34615

Les taux de la matiere minérale sont exprimés dans le tableau suivant

Tableau 12 : Taux de matiére minérale dans chaque creuset

Creusets Creuset 1 Creuset 2 Creuset 3
Taux de matiére minérale % 6.833114 6.729617 6.763449

-Le taux moyen de la matiére minérale de la spiruline est de 6.775% ce qui explique sa richesse en
sels minéraux (JOURDAN, 2006).

1.4. Taux d’acidité titrable
Le titrage de la solution de spiruline avec le phénol phtaléine a entrainé un virage de couleur de vert
en rose comme le montre la figure 16.

Figure 16 : La solution de spiruline aprés titrage

Les volumes titrés de NaOH sont comme sulit :
Tableau 13 : Volumes titrés de NaOH en ml

Essais 1% essai 2°™ essai
Volumes de NaOH (ml) 2.8 1.9
Les taux d’acidité sont exprimés dans le tableau suivant
Tableau 14 : Taux d’acidité titrable
Essais 1% essai 2°™ essai
Taux d’acidité titrable (%) 9.8 6.65
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-Le taux moyen de 1’acidité titrable de la spiruline est de 8.225%, car sa composition est riche en
acides organiques (ELYAH, 2003).

I1. Dosage par spectrophotométrie des différents pigments de la spiruline

I1.1. Caroténoides
L’extrait concentré de caroténoides aprés évaporation de 1’hexane dans le rota vapeur est montré
dans la figure 17

e B

Figure 17 : Pigment caroténoide concentré

A partir de la courbe d’étalonnage, on évalue la concentration en caroténoides (représentée par le
[-caroténe) correspondante au maximum d’absorbance (450 nm).

Tableau 15 : Concentrations et absorbances des caroténoides pour le tracé de la courbe
d'étalonnage.

Concentrations (mg/l) 1 2 5 10 15
Valeurs d’absorbance 0.05 0.063 0.115 0.2 0.285
a 450 nm
DO = f(C)
0,3 -
£ y =0,0169x + 0,031
; 0,25 - R?=0,9998
wi
<+ 02 -
$ 015 -
=
2 oa —o— Abs
E 0.05 - —— Linéaire (Abs )
=
0 T T T 1
0 5 10 15 20
Concentration de I'extrait du B-caroténe
commercial ( mg/l)

Figure 18 : Courbe d'étalonnage du spectrophotometre pour les caroténoides
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La droite obtenue pour les caroténoides a pour équation y = 0.0169x+0.031 avec un R2 de
0.9998.

L’extraction des caroténoides par la méthode de VICTOR et al (1995), nous a permis d’avoir
une concentration en caroténoides totaux égale a 42 mg/100 g.

-Selon la littérature, on remarque que cette teneur est inférieure a celles trouvées respectivement
(70-170 mg / 100 g de matiere séche) et (370 mg / 100 g) d’aprés FALQUET ; 1996 CHARPY et
al ; 2008. Ceci peut étre di a la présence d’autres pigments comme les chlorophylles, qui génent et

modifient I’absorbance des caroténoides et leur concentration.

11.2. Chlorophylle
L’extrait de la chlorophylle diluée est montré dans la figure 19.

Figure 19: Extrait de la chlorophylle diluée

La lecture des absorbances est représentée dans le tableau suivant
Tableau 16 : Lecture des absorbances de la chlorophylle.

Absorbances (hm) 645 663

DO (nm) 0.272 0.969
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11.3. Phycocyanine
» Extraction a I’eau

L’extrait de la phycocyanine a I’eau est figuré ci-dessous

Figure 20: Phycocyanine extraite par I'eau

La lecture des absorbances est représentée dans le tableau suivant
Tableau 17 : Absorbances de la phycocyanine extraite a I'eau

Absorbances (hm) 280 615 620 652

DO (nm) 0.567 0.250 0.250 0.132

> Extraction au solvant

L’extrait de la phycocyanine fait par solvant est figuré ci-dessous

Figure 21 : L'extrait de phycocyanine par I'extraction par solvant
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La lecture des absorbances est représentée dans le tableau suivant
Tableau 18 : Absorbances de la phycocyanine extraite par le solvant

Absorbances (hm) 280 615 620 652

DO (nm) 0.535 0.125 0.137 0.083

» Extraction par séparation aqueuse a double phase
= Solution phosphate
La lecture des absorbances est représentée dans le tableau suivant

Tableau 19 : Absorbances de la phycocyanine extraite par séparation aqueuse a double phase
(solution phosphate).

Absorbances (hm) 280 615 620 652

DO (nm) 3 0.345 0.341 0.167

= Solution glucosée

L’extrait de la phycocyanine extraite par la solution glucosée est montré dans la figure 22.

Figure 22 : Phycocyanine extraite par la solution glucosée

La lecture des absorbances est représentée dans le tableau suivant

Tableau 20: Absorbances de la phycocyanine extraite par separation aqueuse a double phase
(solution glucosée)

Absorbances (hm)

280

615

620

652

DO (nm)

3

0.660

0.665

0.362
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Les concentrations et les degrés de pureté de la phycocyanine obtenus par les différentes
méthodes d’extraction sont représentés dans le tableau suivant

Tableau 21 : Valeurs des concentrations et des degrés de pureté de la phycocyanine selon les
méthodes d'extraction

Méthodes d’extraction Concentrations (mg/ml) Degrés de pureté
Eau 0.088 0.441
Solvant 0.016 0.256
Séparation aqueuse a double 0.091 0.221
phase (solution glucosee)

Méthodes d'extraction

0,441

M Concentration

M Pureté

Eau Solvant Séparation aqueuse
a double phase

Figure 23 : Concentrations (mg/ml) et degrés de pureté de la phycocyanine selon les modes
d'extraction.

La concentration ainsi que le degré de pureté de la phycocyanine varient en fonction de la
méthode d’extraction.

Nous remarquons que la concentration varie entre 0.016 mg/ml et 0.091 mg/ml, et que
I’extraction par séparation aqueuse a double phase en présence de solution glucosée a donné une
concentration élevée de 0.091 mg/ml en phycocyanine par comparaison aux autres méthodes
utilisées, et un degré de pureté faible de 0.221. Cela pourrait étre expliqué par la présence d’autres

molécules dans notre échantillon.
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En revanche, I’extraction par solvant a donné¢ un degré de pureté¢ de 0.256 et une concentration
extrémement faible de 0.016 mg/ml, ceci peut étre di aux conditions de manipulation (durée de la
manipulation, hypersensibilité de la phycocyanine a la lumiére, a 1’air) ou bien aux conditions de
conservation de notre échantillon.

Tandis que, I’extraction a I’eau a donné une concentration de 0.088 mg/ml, et un degré de pureté
de 0.441 supérieur aux autres méthodes (solvant, séparation aqueuse & double phase). Ce résultat est
au voisinage de 0.7 selon la littérature la phycocyanine est donc de grade alimentaire, 3.9 de grade
réactif et supérieur a 4 de grade analytique (RITO et al., 2001 in LAFRI 2017).

En comparant nos résultats avec ceux de BOUDAIFA et SI BACHIR., (2020), on remarque que
leurs valeurs sont plus élevées que les ndtres (Figure 24), concernant les mémes méthodes utilisées
dans leur travail.

Méthodes d'extraction

M Concentration

i Pureté

Fau Solvant

Figure 24 : Concentrations de la phycocyanine (mg/ml) et degré de pureté selon les modes
d'extraction selon BOUDAIFA et SI BACHIR., 2020 (modifié).

D’aprés nos résultats, les valeurs obtenues par séparation aqueuse a double phase sont de
concentrations (0.091mg/ml), et un degré de pureté de 0.221. En comparant nos résultats avec les
leurs, on constate que leur concentration est plus élevée (0.406 mg/ml) avec un degré de pureté de
0.74 obtenus par la méthode solvant.

Le degré de pureté de la phycocyanine obtenu par 1’extraction a 1’eau dans leur étude équivaut deux
fois le n6tre. Concernant la concentration en phycocyanine obtenue par cette méthode (0.088 mg/ml)
est inférieure a la leur (0.35 mg/ml).

Cette différence de résultats (concentration et degré de pureté) obtenus peut étre di aux nombreux
facteurs qui peuvent influencer la composition biochimique lors de la culture, la récolte ou le
conditionnement de la spiruline. Comme cela pourrait étre di aux mauvaises conditions de
croissance.
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I11. Identification des différents pigments de la spiruline par absorption spectrale

Les différents spectres obtenus en fonction des différentes absorbances des pigments (Caroténoides,
chlorophylle, et phycocyanine), correspondantes aux différentes longueurs d’ondes sont présentés
comme suit.

Par manque de pigments purs comme étalons, nous avons identifié ces différents pigments par
rapport a la littérature (JUIN, 2015 ; RODRIGUEZ, 2001).

I11.1. Caroténoide

-0,154
400,00 500,00 600,00 700,00
nm.
jNo. PV Wavelength Abs.
1 @ 641,00 -0,121
2 ()] 535,00 -0,119
3 @® 473,00 0,065
4 ) 445,00 0,121
5 [ 418,00 0,108
6 O 653,00 -0,129
7 O 561,00 -0,126
8 4] 526,00 -0,120
9 O 468,00 0,063
10 O 430,00 0,096
11 4] 407,00 0,089

Figure 25 : Spectre d'absorption des caroténoides.
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L’identification des différents spectres par spectrophotométrie a montré qu’on a différents pics
qui absorbent a des longueurs d’ondes différentes

Tableau 22 : Pigments identifiés aux différentes longueurs d'onde

Longueur | Absorbance | Longueur d’onde | Pigment identifié Références
d’onde (nm) (DO) de la littérature
641 -0.121 - - -
535 -0.19 - - -
[448 nm -476 o caroténe
nm] ‘
473 0.065 Y carotene JUIN, 2015
[461 nm -491 .
nm] [ caroténe
477 nm

[438 nm — 466 | Vauchiéraxanthine

nm xanthophylles
445 0.121 ] ( phylles) JUIN, 2015
[440 nm — 470 € caroténe
nm]
418 0.108 425 B caroténe RODRIGUEZ, 2001.

Ces différents pigments identifiés dans la spiruline étudiée se résument comme suit: on a le a
caroténe, Y caroténe, p caroténe, vauchiéraxanthine (xanthophylles), & caroténe ce qui confirme la
richesse de la spiruline par rapport aux caroténoides.

Nous n’avons pas pu identifier les pigments correspondant aux longueurs d’onde 641 nm et 535
nm par manque des données correspondant a leurs absorbances dans la littérature.

On observe 1’absence totale du lycopéne et echinénone supposé faire partie des caroténoides de la

spiruline.
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111.2. Chlorophylle

1,601

0,000
P84 | |
200,00 500,00 600,00 700,00

'
o

No. PV Wavelength Abs.
1 ) 665,00 0,998

2 ) 619,00 0,336

3 () 474,00 0,560

4 () 432,00 1,460

5 (1] 636,00 0,221

6 (1] 552,00 0,173

7 O 468,00 0,557

Figure 26: Spectre d'absorption de la chlorophylle

L’identification des différents spectres a montré

-Un maximum d’absorbance & 665 nm sensiblement proche de 660 nm selon CERE et al., 2014,
et selon JUIN, 2015 a 662 nm, elle peut correspondre a la chlorophylle a.

-Une autre absorbance de 619 nm avoisinant les [452 nm — 626 nm] qui peut correspondre a la
chlorophylle c3 selon JUIN, 2015.

-Un autre pic a 474 nm qui peut correspondre a la chlorophylle b selon CERE et al., 2014, et
JUIN C, 2015 respectivement aux spectres [445 nm — 645 nm], [457 nm — 646 nm].
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-Un maximum d’absorbance a 432 nm qui se situe entre [430 nm - 660 nm] selon CERE et al.,
2014, et entre [430 nm - 662 nm] selon JUIN , 2015, elle peut correspondre aussi a la chlorophylle

D’apreés notre spectre on remarque la présence de chlorophylle a, b et c3 ; et I’absence totale de la
chlorophylle cs, c; et d, selon JUIN, 2015.

111.3. Phycocyanine
> Extraction a I’eau

4,411
4,000 . .

200,00 400,00 600,00 800,00
nm.
No. PV Wavelength Abs.
1 @ 617,00 0,252
2 @® 415,00 0,100
3 ® 374,00 0,180
4 @ 261,00 1,269
5 [s) 752,00 0,038
6 (4] 477,00 0,055
7 (4] 405,00 0,098
8 [s) 301,00 -0,107
9 1) 237,00 0,965

Figure 27: Spectre d'absorption de la phycocyanine extraite par I'eau
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Selon le graphe on remarque la présence de quatre pics: le premier est situé a 617 nm qui
appartiennent a la zone d’absorption de chromophore bleu appelé phycocyanobiline. Les trois autres
pics 2, 3 et 4 sont situés respectivement a 415 nm, 374 nm et 261 nm, ce qui explique ’absorbance
d’autres molécules que la phycocyanine.

» Extraction par solvant

© I I

-0,469

200,00 400,00 600,00 800,00
nm.

No. PV Wavelength Abs.
1 ® 619,00 0,132

2 @® 417,00 0,058

3 @® 262,00 0,672

4 (4] 752,00 0,045

5 (4] 465,00 0,042

6 ) 301,00 -0,198
7 L4 ] 244,00 0,520

Figure 28 : Spectre d'absorption de la phycocyanine par solvant

On remarque dans notre graphe la présence de trois pics d’absorption a différentes longueurs

d’onde, le premier est situé a 619 nm (absorption maximale de la phycocyanine), le deuxiéme et le
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troisiéme pics sont situés respectivement a 417 nm et 262 nm, qui peuvent correspondre a d’autres

molécules ou des contaminations au cours de I’extraction (produits utilisés, ...).

IV. Identification des différents pigments de la spiruline par séparation sur couches
imprégnées a I’huile de paraffine ( CCM)
Pour cette identification, on se sert de la CCM pour mettre en évidence les différents pigments de

la spiruline, et ceci en fonction de leurs migrations sur plagques. Ceci dit, on utilise deux systemes
éluant de polarité différente

Systeme éluant méthanol/acétone/eau (20 :4 : 3), systeme éluant méthanol/acétone (5: 2).

Les deux plagues CCM observées, montrent des taches (de nombre, de couleur et de distance de

migrations différentes les unes des autres) figure 29

a b

Figure 29: Plaques imprégnées a 1’huile de paraffine aprés migration des differents pigments dans
a) systéme éluant méthanol/acétone/eau et b) systéme éluant méthanol/acétone

IV.1. Caroténoides
Les taches seront identifiées selon la littérature (annexe tableau 1) qui donne les RF des

pigments séparés sur couche imprégnée a I’huile de paraffine.
Les deux plaques CCM présentent des taches colorées dispersées spatialement correspondant
aux différents pigments présents dans 1’extrait de caroténoides (figure 30).
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} Cryptoxanthine

} B-Apo-8’caroténal

Cryptoxanthine — » Dimethoxy isozéaxanthine

Torularhodine ester —» Torularhodine ester méthylique

méthylique .
— Y caroténe
Y caroténe
B caroténe —_—

a b
Figure 30: Plaques imprégnées a I’huile de paraffine aprés migration des caroténoides dans :

a) Systéme éluant méthanol/acétone/eau et b) Systéme éluant méthanol/acétone.
Les pigments correspondants aux différentes taches apparues sont identifiés dans les tableaux 23 et
24.
» Systeme méthanol/acétone/eau (20 :4 : 3)
Tableau 23 : Les pigments des caroténoides correspondant aux différents RF du systéme

méthanol/acétone/eau.

Rapport de migration Couleur de la tache Rapport de migration au front Nom du pigment
au front du solvant : RF obtenue du solvant : RF (littérature)
de la présente étude
0.11 Orange foncé 0.1 B caroténe
0.14 Orange jaune 0.15 Y caroténe
0.44 Jaune clair 0.48 Torularhodine ester
méthylique
0.61 Orange clair 0.6 Cryptoxanthine
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» Systéme méthanol/acétone (5: 2)

Tableau 24: Les pigments des caroténoides correspondant aux différents RF du systeme
méthanol/acétone.

Rapport de migration Couleur de latache | Rapport de migration au front Nom du pigment
au front du solvant : obtenue du solvant : RF (littérature)
RF de la présente
étude
0.27 Jaune clair 0.15 Y caroténe
0.36 Orange clair 0.48 Torularhodine ester
méthylique
0.6 Jaune clair 0.6 Dimethoxy
isozéaxanthine
0.82 Orange 0.83 B-Apo-8’caroténal
0.85 Orange clair 0.83 B-Apo-8’caroténal
0.91 Orange foncé 0.9 Cryptoxanthine
0.97 Orange rouge 0.9 Cryptoxanthine

Nous remarquons, que la séparation des pigments dans le systéeme éluant : méthanol/acétone est
plus importante (six pigments) ;Y caroténe, torularhodine ester méthylique, dimethoxy
isozéaxanthine, B-Apo-8’caroténal, cryptoxanthine que celle du systeme méthanol/acétone/eau
(quatre pigments) : B caroténe, torularhodine ester méthylique, Y caroténe et cryptoxanthine.

Cette separation spatiale des pigments est due a leur différence de solubilit¢ dans 1’éluant
organique, les pigments les plus solubles se déplacent plus rapidement que ceux qui le sont moins.
Et donc ils migrent plus loin sur la plague CCM. La position des taches a un endroit particulier de la
plaque dépend aussi de I’affinité du constituant pour la phase stationnaire.

Toutefois, on remarque que le Y caroténe, torularhodine ester méthylique et cryptoxanthine ont

éteé identifiés par les deux systemes.
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Nous notons aussi, ’absence de certains caroténoides notamment : Xanthophylles (lutéine,
violaxanthine, capxanthine et zéaxanthine) car leur séparation se fait sur d’autres plaques

imprégnées de triglycérides.

1V.2. Chlorophylle :
Les taches seront identifiées selon la littérature (Annexe tableau 2) qui donne les RF des

pigments séparés sur couche imprégnée a I’huile de triglycéride (RANDERATH, 1971).
La séparation de la chlorophylle a été faite par deux systemes: systéme éluant méthanol/
acétone/eau (20 ; 4; 3), systéme éluant méthanol/acétone (5; 2). Les différentes migrations sont

illustrées dans la figure 31.

Xanthophylle J,
L

— Xanthophylle

D ' —> Chlorophylle a
Chlorophylle b B A

‘ — h
«— Chlorophylle b
Chlorophylle a '

«— ~.- - Caroténoide

Figure 31 : CCM apres migration de la chlorophylle dans :
a) systeme éluant méthanol/acétone/eau et b) systeme éluant méthanol/acétone

Les pigments correspondants aux différentes taches apparues sur nos plaques CCM imprégnées
de I’huile de paraffine sont identifiés dans les tableaux 25 et 26.
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Tableau 25 : Les pigments des chlorophylles correspondant aux différents RF du systéme éluant
méthanol/acétone/eau.

Rapport de Couleur de latache | Rapport de migration | Nom du pigment
migration au front du obtenue au front du solvant :
solvant : RF de la RF (littérature)
présente étude
0.11 Jaune foncé 0.13 Chlorophylle a
0.13 Jaune foncé 0.13 Chlorophylle a
0.17 Jaune clair 0.13 Chlorophylle a
0.2 Jaune clair 0.25 Chlorophylle b
0.24 Vert clair 0.25 Chlorophylle b
0.42 Vert foncé 0.25 Chlorophylle b
0.44 Vert foncé - -
0.49 Vert tres clair - -
0.58 Jaune tres clair - -
0.74 Vert foncé - -
0.83 Orange clair - -
0.88 Orange clair - -

» Systéme méthanol/acétone (5 :2)

Tableau 26 : Les pigments des chlorophylles correspondant aux différents RF du systéeme éluant
méthanol/acétone

Rapport de

Couleur de la tache

Rapport de migration

Nom du pigment

migration au front du obtenue au front du solvant :
solvant : RF de la RF (littérature)
présente étude
0.1 Vert foncé - -

65



Résultats et discussion

0.21 Vert clair - -
0.25 Vert foncé - -
0.28 Vert foncé - -
0.31 Orange clair - -
0.36 Vert clair - -
0.57 Orange clair - -
0.80 Vert clair - -
0.84 Jaune clair - -
0.87 Orange clair - -
0.92 Orange foncé - -

Nous remarquons, que la séparation des pigments dans le systeme éluant : méthanol/acétone/eau
est plus importante que celle du systeme méthanol/acétone.

En comparant nos résultats du systeme éluant méthanol/acétone/eau avec celui de la littérature
dont la plaque est imprégnée de triglycérides (RANDERATH, 1971), on a identifié trois
chlorophylle a et trois chlorophylles b et absence des phéophytine a et b.

Par manque de données des rapports de migration au front du solvant méthanol/acétone, on n’a
pas pu identifier I’ensemble des pigments observés sur la plaque. Par contre en se référant a la
littérature et en se basant sur la visualisation des couleurs des taches [15], on a pu identifier

-des xanthophylles et des caroténoides qui correspondent respectivement a des taches jaune
orangé et orange dans le systéme méthanol/acétone/eau.

-des chlorophylles a et b, des xanthophylles et des caroténoides qui correspondent respectivement
a des taches vertes, jaunes, jaune orangé et orange dans le systeme méthanol/acétone.

Aprés D’identification des caroténoides et des chlorophylles, on a pu conclure que
les caroténes sont les pigments les plus solubles, avec moins d’affinité pour la phase stationnaire.
Les taches se sont donc retrouvées le plus loin dans le front de migration (taches oranges). Viennent
ensuite les xanthophylles (taches jaunes orangés), un peu moins solubles, qui ont migré moins que

les caroténes. Suivi de chlorophylle b (taches vertes foncées) puis chlorophylle a (taches jaunes
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foncées). Ces derniers sont les pigments les moins solubles dans I’éluant. Leur grande taille

contribue & augmenter leur affinité avec la phase stationnaire.

I1VV.3. Phycocyanine
Selon nos résultats, il n’ya pas eu de migration du pigment dont 1’extraction s’est faite a 1’eau

dans les deux systéemes éluant, cela est di peut étre a I’hydrosolubilité du pigment ou a sa grande

affinite avec la plaque chromatographique.

V. Evaluation de la qualité microbienne de la spiruline
Aprés incubation en temps et températures bien déterminés, les résultats obtenus du

dénombrement et de recherche de la flore mésophile aérobie totale, la flore fongique et les
coliformes totaux contenus dans la poudre de spiruline sont représentés dans les tableaux 27 et 28.

Tableau 27 : Dénombrement de la flore mésophile aérobie totale, la flore fongique et les coliformes
totaux dans la poudre de spiruline.

Germe Aspect du milieu Volume de Température et Aspect du milieu
recherché avant utilisation 1’échantillon durée apres
d’incubation
Flore 0.1 mlen 30°C pendant
mésophile surface 72 heures
aerobie totale
Flore fongique 0.1 mlen 25°C pendant 5
: surface jours
Coliformes 0.1 mlen 30° C pendant
totaux surface 48 heures
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Tableau 28 : Germes microbiens dénombrés dans 1’échantillon de spiruline (UFC/g)

Germe recherché Dénombrement (UFC/qg)
Flore mésophile aérobie totale 500 000
Flore fongique 40 000
Coliformes totaux 0

La flore mésophile aérobie totale correspond a des bactéries indicatrices de 1’état d’hygiene
sanitaire, son dénombrement permet d’apprécier la qualité microbiologique des denrées alimentaires
et I’application des bonnes pratiques d’hygiéne (ANIHOUVI et al., 2009 in TOUAHIR , 2017). Le
dénombrement obtenu est de 500 000 UFC/g.

La flore fongique est un contaminant fréquent de nombreux substrats végetaux et de certains
produits d’origine animale. Sa présence peut améliorer les qualités organoleptiques du produit ou, au
contraire, I’altérer et conduire a I’accumulation de métabolites secondaires toxiques : les
mycotoxines (TABUC, 2007). Le résultat du dénombrement obtenu est de : 40 000 UFC/g.

Les coliformes sont des bactéries commensales de I’intestin de I’homme et des animaux. Elles
sont témoins d’une contamination fécale. Leur recherche permet de suivre I’hygiéne observée par
les manipulateurs (BORNERT, 2000). Le resultat des coliformes totaux montre une valeur de O
UFC/g.

La contamination de la poudre de spiruline par les germes (FMAT) et (FF) peut étre attribuée a
des contaminations lors de sa récolte, son lavage, son séchage, son stockage ou bien lors de son
conditionnement, ou peut-étre ddi & notre manipulation.

Dans notre étude, on n’a pas détecté des (CT) et donc la poudre de spiruline n’a pas subi de
contaminations fécales.

V1. Détermination des activités thérapeutiques de la spiruline
VI1.1. Activité antioxydante
La droite de régression qui évalue I’activité antioxydante de 1’extrait méthanolique aqueux de

Spirulina platensis vis-a-vis du radical DPPH est représentée dans la figure 35.
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Tableau 29 : Concentrations et absorbances de I'extrait de la spiruline pour le tracé de la courbe
d'étalonnage.

Concentrations (png/ml) 125 250 500 1000 2000

Absorbances a 515 nm 0.785 0.743 0.698 0.664 0.661

25
=
A
20 -

z . ¢
=
g 15 - *
= # taux d'ihibition du
= 10 DPPH
=
-_E Linéaire (taux
= 5 -
= * d'ihibition du DPPH )
=
=]
< 0 : : : : ‘

0 500 1000 1500 2000 2500

Concentration de 1'éxtrait méthanolique

(ug/ml)

Figure 32: Pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction des différentes concentrations de
I’extrait méthanolique de Spirulina platensis.

Pour la gamme des concentrations utilisées, de 125 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 1000 pg/ml et
2000ug/ml, les taux d’inhibition des DPPH obtenus sont inférieurs a 20 % (de ce fait le calcul de
IC 50 est impossible).
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Figure 33: Pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction des différentes concentrations de 1’acide
ascorbique

L’activité antioxydante se traduit par la réduction du radical DPPH qui s’accompagne par son
passage de la couleur violette (DPPH°) a la couleur jaune (DPPH-H). Nos résultats n’ont pas
présentes ce virage de couleur car les pourcentages d’inhibition enregistrés sont faibles (figure 34).
Ce résultat peut étre attribué a la composition de la spiruline qui présente de faibles taux des
composés antioxydants dont les caroténoides et la phycocyanine (préalablement démontrés).

Figure 34 : Les solutions de I'extrait de la spiruline a différentes concentration
apres l'ajout du DPPH

De nombreuses études in vitro montrent que le traitement a la spiruline réduit significativement le
stress oxydatif. Ces effets antioxydants et protecteurs sont médiés par la phycocyanine, le p-carotene
et d'autres vitamines et minéraux contenus dans la spiruline (GOULAMBASSE, 2018).

V1.2. Activité antibactérienne
L’activité antibactérienne a été étudiée sur deux souches de références Staphylococcus aureus

ATCC 33862 et Escherichia coli ATCC 25922 en suivants plusieurs étapes

» lIsolement et purification des souches étudiées
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L’observation a I’ceil nu des cultures sur milieux gélosés (MH) a montrée des colonies de tailles
similaires pour chaque genre

Les colonies de Staphylococcus aureus de formes rondes, lisses et un peu bombées, d’une
couleur blanchatre a creme sur milieu MH.

Les caractéres culturaux d’Escherichia coli ont révélés aussi des colonies blanchatres, ondulées,
lisses et crémeuses.

La figure 34 illustre 1’aspect macroscopique des deux souches sur leurs milieux spécifiques.

Séaps .
" > -6“" “‘..}‘z

(e '.,' a} 2,

—-—

Figure 35 : Aspect macroscopique de : a) Staphylococcus aureus et b) E coli

Détermination de I’activité antibactérienne de la spiruline

Pour tester la sensibilité de nos souches bactériennes, un test d’antibiogramme a été effectué.
L’intérét de cet examen est de déterminer au mieux le spectre d’activité antibactérienne de 1’extrait
aqueux de la spiruline contre ces deux germes.

En comparant notre résultats avec celui de LAHOUCINE, 2019, tenant compte du fait que les
deux souches utilisées sont les mémes, on remarque que la spiruline exerce une activité inhibitrice
vis-a-vis E. coli et Staphylococcus aureus avec des diametres d’inhibition de 17 mm et 18 mm
respectivement, tandis que le test de I’antibiogramme n’a pas montré 1’apparition de zones
d’inhibitions autour des disques (figure 37 ), cela peut étre attribué probablement a la faible
composition de cette poudre de spiruline en B caroténe et phycocyanine.
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Culture bactérienne
(E. coli)

Culture bactérienne
(Staphylococcus
aureus)

Disque imbibé de

Disque imbibé de I’extrait de spiruline

’extrait de spiruline

Figure 36: Résultats de I'activité antibactérienne de la spiruline contre : a) E coli et b)
Staphylococcus aureus
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Conclusion générale

Conclusion générale

Depuis les années 90, les scientifiques se sont pris sur les propriétés multiples thérapeutiques et
nutritionnelles de la spiruline, ce qui a suscité leur curiosité et de la sont nées les nombreuses études
publiées que nous avons consultées pour réaliser notre travail.

Ce présent travail répond a un objectif d’extraire et d’identifier les différents pigments de la micro
algue Spirulina platensis, une souche algérienne cultivée dans la région de Tamanrasset et
I’évaluation de sa qualité microbienne ainsi que ses activité antioxydante et antibactérienne.

L’analyse physico-chimique a montré une stabilité du produit avec un potentiel d’hydrogene (7.74)
Iégerement alcalin, un taux d’humidité de 4.493 %, un taux de matiére minérale de 6.775 % et une
acidité titrable de 8.225 %.

De méme, des analyses quantitatives et qualitatives nous ont amené a conclure que :

- Le dosage quantitatif des caroténoides est de 42 mg/ 100 g de poudre de spiruline, et que les
extractions par séparation aqueuse a double phase et a I’eau sont les meilleures pour extraire la
phycocyanine respectivement en termes de concentration et de degré de pureté (0.091 mg/ml et
0.441).

L’analyse qualitative des spectres des différents pigments a révélé la présence de :

» Cing pigments caroténoides : B caroténe, € caroténe, o caroténe et Y caroténe et

vauchiéraxanthine (xanthophylles).
» Trois pigments de chlorophylles : chlorophylle a, b et cs.
» Un pigment de phycocyanine : phycocyanobiline.

-La chromatographie sur couches minces imprégnées a I’huile de paraffine dans les deux systémes

éluant (méthanol/acétone/eau et méthanol/acétone) a permis la séparation de :

» Six pigments de caroténoides : B caroténe, Y carotene, torularhodine ester méthylique,

dimethoxy isozéaxanthine, 3-Ap0-8’caroténal et cryptoxanthine.

» Deux pigments de chlorophylles dans le systeme éluant méthanol/acétone/eau : chlorophylle
aeth.

Une appréciation de la qualité microbienne de la poudre de spiruline montre qu’elle posséde une
charge microbienne assez importante de FMAT et FF.
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En plus de toutes ces propriétés antioxydante et antibactérienne, les professionnels de l'industrie
pharmaceutique et agro-alimentaire, ont pris conscience de I'énorme potentiel commercial de cette
micro algue bleue.

Compte tenu des effets préventifs de la microalgue et de ses dérivés, I'industrie pharmaceutique peut
développer des médicaments ou compléments de choix pour compléter les traitements

médicamenteux parfois lourds liés a certaines maladies (cancer, sida, immunodépression...).

On souhaite que ce travail sera repris pour vérifier nos résultats pour aboutir a des fabrications de
produits d’ordre pharmaceutiques et/ou agroalimentaire qui nécessite 1’addition des pigments dans

leur composition, afin d’améliorer la coloration, 1’activité antioxydante et antibactérienne.
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g-carotene

Chlorophylle a, R = CH5

Chlorophylle b, R = CHO

Figure 2 : Structure chimique de quelques chlorophylles

(FOLLY, 2000)
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Figure 3: Structure chimique et tridimensionnelle de la phycocyanine modifié

(FERNANDEZ-ROJAS et al., 2014)

87



Figure 4: Phase aqueuse et organique obtenues

Figure 5 : Filtration de la phase organique
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Figure 6: Suspension de la spiruline avant et apres centrifugation

Figure 7 : solutions utilisées dans la séparation aqueuse a double
phase de la phycocyanine.
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Figure 8 : L'extrait sec des caroténoides avec
I'nexane

Figure 9: Solution de bichromate de potassium
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Figure 10 : La gamme étalon

Figure 11: Solution de DPPH
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Tableau 01: RF des caroténoides sur des plaques imprégnées de Kieselgur
(RANDERATH, 1971).

|
‘ Nombre de substituants (11) | Re

Composé \ 3 ’ ’ ‘

" \ P Imprég. | Imprég.

I paraffine | graisse

I;—OH‘ N0/ | =0 | —OR |—COR|  (a)
\ ' i

|
T Lo Rl B SR, S .. o el |3 4 ‘. ;
BORSIXantiIng « o . o o owm bg e e o ol 2 { {
R R i USRI S S ([ 2 ‘
Diméthoxy-isozéaxanthine
Cryptoxanthine . v [
Rhodoxanthine . . . . . . !
Torularhodine, ester méthylique . t
B lODS . it o v i Tl AT AT A e s aE &
g-Apo-8'-caroténal (C,y) . S5 s ‘

83

Acide g-apo-8’-caroténique (C,,), ester méthylique .

Acide 3-apo-6’-caroténique (C,,), ester méthylique .

Lutéine (xanthophylle) S Y e

Epoxyde de lutéine.

Vioiaxanthine SR g Ol e s ekl

NEoxanthie, 1. s e oBal v e e G @ ot l
|
|
[

—_
VAR
300 W — o0

WM
— D

@-Caroténe . S

vy-Caroténe . - . L ol
Dipalmitate de lutéine (physalis, hélénie) . [ % |
| | | |

(11 Structures d'aprés W. KARRER, Konstitution und Vorkommen der organischen Pflanzenstoffe, Birkhaiiser, Bile (1958).
(a) Systéme : méthanol/acétone (5 : 2) (saturé de paraffine).
(b) Systéme (méthanol/acétone/eau (20 : 4 : 3) (saturé de graisse).

Tableau 02: RF des chlorophylles sur des plaques imprégnées de triglycéride

Composé RF
Chlorophylle a 0.13
Chlorophylle b 0.25
Phéophytine a 0.01
Phéophytine b 0.07

Source : (RANDERATH, 1971)
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Tableau 03 : Composition du milieu Sabouraud Chloromphénicol

Ingrédients

Mesures en g/l d’eau minérale ou
démineralisée

Peptone de caséine 5

Peptone de viande 5
Glucose monohydraté 40
Chloramphénicol 0.5
Agar 15

Le pH final du milieu Sabouraud Chloromphénicol a 25°C est de 5,6 + 0,2 [16].
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Résumé:

Les cyanobactéries également appelées cyanophycées, plus anciens organismes sur terre,
Le genre Arthrospira renferme des cyanobactéries filamenteuses, dont fait partie Arthrospira
platensis plus connue sous le nom de Spiruline.

Apreés une caractérisation physico-chimiques de la spiruline, des analyses quantitatives et
qualitatives de ses différents pigments ont eu lieu afin d’évaluer leurs concentrations par
différentes méthodes d’extraction et de 1a les identifier par séparation sur couches imprégnées
a I’huile de paraffine. Ces derniers ont révélés :

-2.1mg/ml de caroténoides dans 5g de poudre de spiruline dont les composantes sont : 8
caroténe, vauchiéraxanthine (xanthophylles), € caroténe, a caroténe et Y carotene.

-Les composantes de la chlorophylle sont ; chlorophylle a, chlorophylle b.

-0.091mg/ml de phycocyanine extraite par separation aqueuse a double phase et une
pureté de 0.441 pour la phycocyanine extraite a 1’eau.

L’évaluation de la qualit¢ microbienne de la poudre de spiruline nous a menés a
dénombrer :

-500 000 UFC/g de flore mésophile aérobie totale.

-40 000 UFC/g de flore fongique.

-0 UFC/g de coliformes totaux.

De part sa richesse en nutriments, la spiruline connait aujourd’hui des vertus
thérapeutiques dont des activités antioxydantes et antibactériennes. Nos résultats n’ont pas
aboutis vu le faible taux en composants antioxydants contenus dans la spiruline de 1’étude.

De part ses activités thérapeutiques, la spiruline est trées recommandée dans les différentes

industries pharmaceutiques et agro-alimentaires.

Mots clés: Spiruline, Arthrospira platensis, carotenoides, chlororphylle, phycocyanine,

extraction, pureté, identification, activités thérapeutiques.



Abstract:

Cyanobacteria, also called Cyanophyceae, are the oldest organisms on earth. The genus
Avrthrospira contains filamentous cyanobacteria, of which Arthrospira platensis, better known
as Spirulina, is part.

After a physicochemical characterization of Spirulina, quantitative and qualitative analyses
of its different pigments took place to evaluate their concentrations by different extraction
methods and to identify them by separation on layers impregnated with kerosene oil. These
revealed :

-2.1mg/ml of carotenoids in 5g of spirulina powder whose components are (3 carotene,
vaucheraxanthin (xanthophylls), € carotene, a carotene, and Y carotene.

-The components of chlorophyll are chlorophyll b, chlorophyll a.

-0.091mg/ml of phycocyanin extracted by aqueous double phase separation and purity of
0.441 for water extracted phycocyanin.

The evaluation of the microbial quality of the spirulina powder led us to count :

-500 000 CFU/g of total aerobic mesophilic flora.

-40 000 CFU/g of fungal flora.

-0 CFU/qg of total coliforms.

Due to its richness in nutrients, Spirulina is now known to have therapeutic virtues
including antioxidant and antibacterial activities. Our results were not successful due to the
low level of antioxidant components contained in the spirulina under study.
Due to its therapeutic activities, spirulina is highly recommended in various pharmaceutical
and food industries.

Key words: Spirulina, Arthrospira platensis, carotenoids, chlorophyll, phycocyanin,

extraction, purity, identification, therapeutic activities.
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