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Introduction

Environ 25 000 espéces d'algues sont connues actuellement sur notre planéte Terre. Parmi
elles, une algue bleue microscopique est distinguée. Elle était apparue avec les premiers étres
vivants il y a environ 3,5 milliards d’années et considérée comme 1’aliment naturel le plus
complet : il s’agit de la Cyanobactérie Arthrospira Platensis, plus connue sous le nom de Spiruline
(Cruchot, 2008). Cette micro-algue est considérée comme une ressource alimentaire non
conventionnelle pouvant contenir jusqu’a 70% de protéines ; elle est riche en sels minéraux ; en

oligo-éléments et en nombreuses vitamines (B1, B2, B12, E) (sall et al., 1999).

La Spiruline a été largement étudiée et son usage maintenant est répandu dans le monde
entier comme un produit et un complément alimentaires (Fox, 1996 ; Paleaz, 2006), qui a attiré
I'attention des chercheurs depuis de nombreuses années. Son potentiel bénéfique a été
expérimentalement prouvé in vitro et in vivo pour traiter certaines pathologies et dans la prévention
de I'hypercholestérolémie, certaines maladies inflammatoires, les allergies, le cancer, la toxicité
induite par le médicament, les infections virales, les maladies cardiovasculaires et le diabéte (Khan
et al., 2005 ; Karkos et al., 2008 ; Kulshreshtha et al., 2008)

La Spiruline a fait I’objet d’un développement de cultures dans les régions ou elle vie
naturellement ; en Afrique, en Asie et en Amérique mais également dans des fermes spécialement
congues pour sa production a I’échelle industrielle. En Europe, elle est produite sous serres ou en
photo bioréacteurs (Jourdan, 1999). En Algérie, le premier mini-colloque sur la Spiruline a été
réalisé a Tamanrasset, en Avril 2004. Dans lequel, des scientifiques francais ayant une expérience
dans la culture et les utilisations de la Spiruline ont été invités, afin d'informer les représentants
des administrations locales, des services de la sante, de I’agriculture et de 1’enseignement supérieur
sur I’intérét du développement de 1’algoculture dans la région (Hiri, 2004).

La principale "matiere premiere"” de la Spiruline est la lumiére solaire, et la base du milieu
de culture est le natron. Les régions a climat désertique sont riches en natron, ce qui est le cas du
Sahara, et sont donc a priori bien placees pour cultiver la spiruline (Fox, 2004).

Cette étude a pour objectif de produire de la Spiruline avec deux milieux de culture
différents ; en veillant a fournir les conditions optimales de culture et évaluer leur rendement.
Notre mémoire est divisé en 3 parties :

e La premiére est une étude bibliographique enrichissante en matiére d’information sur la
production de la Spiruline ;

e La deuxiéme partie traite du matériel expérimental utilisé dans la culture de la Spiruline et
la méthodologie suivie.

e Enfin, dans la troisieme partie les résultats obtenus et leurs discussions sont exposés.
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I. PRESETATION DE LA SPIRULINE

La Spiruline est une micro-algue appartenant au groupe des cyanobactéries. Contrairement
aux algues et aux plantes dotées du pouvoir photosynthétique, elle appartient a I’embranchement
des procaryotes, car elle n’a pas de noyau bien individualisé. Elle a été longtemps classée parmi

les « algues bleu-vert », pour ces raisons (Roger, 2006) :

- sa morphologie proche de celle des algues,
- sacouleur liée a sa teneur en pigments bleu (phycocyanine) et vert (chlorophylle)

Son déplacement s’effectue en se vrillant dans I’eau a la fagon d’une vis. La spiruline est
abondante dans les eaux salées et natronées sahéliennes dans certaines régions du Tchad (Kanem)
et du Mexique (Mexico).

L’intérét que présente cette micro-algue sur les plans, alimentaire et diététique, réside
essentiellement dans sa richesse en protéines vegétales.

La premiere culture artisanale de spiruline revient au Dr. Fox qui fut le premier a lancer
cette activité en Inde en1973, en collaboration avec le ‘Navsari Agricultural College’ (Ameur et
al., 2017)

1.1 Histoire de Spiruline

Les Azteques, peuple originel du Mexique, avaient de faibles ressources agraires, leur
principal étant le mais, ce peuple a réussi de survivre pendant des siécles avant I'arrivée des colons
espagnols. FARRAR en 1966 s'est interrogé sur les moyens qui ont permis a cette population de
survivre. Le poisson et les oiseaux du lac Texcoco fournissent un apport protéique pas assez
suffisant pour combler leurs besoins. 1l suggéra que la source complémentaire de protéines émanait
d'une ressource qui provenait du lac, appelée Tecuitlat (Paniagua-michel et al., 1993). De
nombreux ouvrages de I'époque coloniale espagnole citaient déja une certaine substance bleu-verte
que les Aztéques utilisaient. Le tecuitlat est une sorte de purée considérée par les colons comme
minéral, une terre, un limon, consommeée par les paysans apres avoir été sechée et broyée. En
réalité le tecuitlat est un gateau de spirulines, extrémement riches en protéines, appartenant a
I'espéce Spirulina maxima (Paniagua-michel et al., 1993).

L'algue ne fut vraiment redécouverte que quelques 450 ans aprées par le botaniste belge
Léonard lors d'une expedition belgo-francgaise basée au Tchad (1964 - 1965), bien que déja décrite
par Wittrock et Nordstedt en 1844 (Fox. 1999). En 1968, Léonard a, en effet, constaté que les
Kanembous (population d'Afrique centrale et occidentale vivant principalement a I'ouest du Tchad,

dans la région du Kanem, sur la rive nord du lac Tchad) écumaient la surface des mares riches en
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carbonates de sodium, a la recherche de la fameuse algue abondante sur ce lac et la récoltée sous
forme d'une purée bleu-vert. Cette purée était ensuite utilisée dans la préparation des galettes
appelées « dihé » (Girardin et Andréani, 2005). Compere et Leonard en 1968 constaterent, en
étudiant des échantillons qu'avait ramené Léonard de son expédition, que les galettes contenaient
essentiellement I'algue bleue Spirulina platensis.

Peu apres, I'Institut Francais du pétrole rendirent compte de leurs travaux sur la spiruline.
Ces chercheurs ont isolé des souches de spirulines, ils les ont purifiées, puis cultivées et en fin
analysées. L'analyse a prouvé que les spirulines, qui en constituent la masse essentielle du « dihé
», ont un contenu fabuleux : 50 a 60% de protéines de bonne qualité alimentaire, 6% de graisses
et 15 a 20% de sucres, ajouté a cela une multitude de vitamine et une série d'autres molécules rares,
fort utiles a une nutrition saine et compléte. La valeur alimentaire des spirulines a été clairement
établie dés 1976 (Delpeuch et al. 1975 ; Sautier et Trémolieres, 1976).

1.2 Caractéristiques de la spiruline

La spiruline est une cyanobactérie microscopique, sa taille étant de 50 a 500 um de long et
3 a 4 um de large. Sous microscope optique, des filaments bleu-vert composés de cellules
végétatives sont observés, ces trichomes sont réguliérement enroulés et enveloppés d’une gaine
mince formant des constrictions (KPITIME, 2019).

Cytologie
La spiruline est constituée de cellules transparentes empilées bout a bout formant un filament
ou trichome. Selon Sguera, (2008), la structure, le fonctionnement de ces cellules et leur
organisation sont relativement simples et semblables a ceux des cellules de procaryotes (Figure
1.1):
= Paroi : un procaryote a Gram négatif posséde une membrane pluristratifiée de 4
couches riches en mucopolymeres et mucopeptides;
= Noyau : Absence de membrane nucléaire, I’ADN et I’ARN sont distribués plus ou
moins au hasard dans la cellule ;
= Chloroplaste : Absence de plastes individualisés, leur coloration est homogéne. On
distingue une zone périphérigue colorée (le chromoplasma) et une partie centrale plus claire
(le centroplasma) ;
= Autre organites : Absence de mitochondries, réticulum endoplasmique, appareil de
Golgi, et flagelles ;

= Les vesicules de gaz : elles se présentent sous la forme de faisceaux de minuscules



Etude bibliographique

cylindres contenant de I'azote. Leur role est de réguler la flottabilité des filaments de spiruline.

ili Membrane du
P thylakoide

Nucléoide
(anneau d'ADN)

Paroi cellulaire
Membrane cellulaire P
Couche de peptidoglycane
Membrane externe !

o “Thylakoides

Gaine de mucus \ NN
e N -
Capsule \/( /
Couche visqueuse e 0 O RuBISCO
Carboxysome

Figure 1.1 : Schéma de structure d’une cyanobactérie.
Source : http://data.abuledu.org/URI/52152780-schema-de-la-structure-d-une-

cyanobacterie

Morphologie
La spiruline se compose de trichomes atteignant 350 um de long, de 5 a 11 um de diamétre,
un peu rétrécis au niveau des articulations. Les tours de spire ont un diamétre de 20 a 50 um,

diminuant légérement vers les extrémités (Fox, 1999).

On distingue plusieurs morphologies ‘spiralées’ ,‘ondulées’, et ‘droites’ (Figure 1.2) :

= Les® spiralées’, désigne les souches dont les filaments ont la forme d’une queue de

cochon, telle la ‘Lonar’ (variété présente en Inde) ;

» Les‘ ondulées’, désigne les souches dont les filaments sont en spirale étiree, telle la

‘Paracas’ (variété présente au Pérou) ;

= Les® droites ’, designe les souches dont les filaments sont tellement étirés qu’ils

donnent I’impression d’étre presque rectiligne telle la variété M2 (Jarisoia, 2005).
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Figure 1.2 : Morphologies typiques de la spiruline (Jarisoia, 2005)
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Systéematique

‘Arthrospira’ le nom qui dérive de la configuration physique spiralée hélicoidale des
filaments, en latin ‘spira’ signifie enroulement. Les différentes confusions faites par rapport a

I’emploi du terme spiruline sont regroupées dans le Tableau I.1.

Tableau 1.1 : Confusions liées au terme de spiruline (Antenna technologies, 2002)

Spiruline Spirulina Arthrospira

- Terme vernaculaire générique - Nom scientifique et - Nom scientifique et
regroupant toutes les spirulines taxonomique d’une autre taxonomique  d’un
en vente sur le marché cyanobactérie trés éloignée du groupe de
(Spirulina non comestible et genre Arthrospira qui n’est pas cyanobactéries
Arthrospira comestible). utilise dans le cadre de auxquelles appartient
- Nom commercial I’alimentation. la spiruline utilisée

francophone - Nom commercial anglophone  dans le cadre de
de la cyanobactérie appartenant |, cyanobactérie appartenantau  I’alimentation.
au genre Arthrospira. genre Arthrospira.

Les espéces sont regroupées en genres et divisées en sous-ensembles dénommés souches ou
variétés. Selon Cruchot (2008), les deux espéces souvent retrouvées pour 1’alimentation sont :

= Arthrospira platensis originaire d'Afrique ;

= Arthrospira maxima originaire d'Amérique centrale.

En Algérie, la spiruline FOXBEHATAM (Htam spp.) est une souche d’Arthrospira platensis
endémique du Hoggar (Tableau 1.2). Elle fut découverte en 1980 dans une Guelta a 1’ Atakor par

le Dr. Boileau qui pensa dés sa découverte que cette algue était une espéce de spiruline.

Tableau 1.2 : Systématique d'Arthrospira platensis (FOX, 1999).

Embranchement Schizophyte (procaryotes)
Sous embranchement Cyanoschizophyceae
Classe Cyanophyceae

Sous classe Hormogonophycideae
Ordre Nostocales

Famille Oscillatoriaceae

Genre Arthrospira

Espéce Arthrospira platensis (Gomont, 1892).
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Reproduction

La spiruline se reproduit suivant un mode végétatif, une multiplication asexuée qui suit le
principe de la bipartition. Le filament de la spiruline & maturité forme des cellules intercalaires
spéciales appelées nécridies.

Elles se différencient des autres cellules par leur aspect biconcave et 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 (Ciferriet et Tiboni, 1985).

Les hormogonies vont croitre en longueur par division binaire et prendre la forme typique
hélicoidale .Sa vitesse de multiplication est particulierement rapide dés que la température dépasse
30°C a I’ombre ; lorsque ces conditions sont réunies et que le milieu est favorable, le temps de

génération est trés court (7 heures) (Zarrouk, 1966).

Cycle biologique
La spiruline se développe de 25% chaque jour, sa quantité doublant en 4 jours. Les 3 étapes
fondamentales de son cycle de vie sont (Figure 1.3) :
= la fragmentation des trichomes ;
= les cellules s’¢largissent, le trichome mature ;

= il se divise en filaments par fission binaire, ces filaments prenant une forme

hélicoidale (Balloni et al., 1980).
\QQJ
\ \(Hormogonies Necridies

—

’ «

Figure 1.3 : Cycle biologique de la Spiruline selon (Balloni et al. 1980 in Charpy, 2008)
Mobilité
Les filaments de la spiruline sont motiles, se déplacant souvent par des mouvements en

vrilles a plus de 5um par seconde (Fox, 1999).
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1.3.  Habitat et Ecologie

1.3.1 Les gisements naturels dans le monde

La présence d’un gisement naturel dans un lac ou dans une mare n’est pas due au hasard,
mais aux différents facteurs climatiques et pédologiques qui rendent favorable le développement
de ce microorganisme. Les milieux privilégiés sont alcalins et riches en nutriments azotés et
phosphorés. lls sont de plus, bien éclairés et présentent une température élevée. De telles
conditions se trouvent naturellement dans de nombreux sites répartis sur la ceinture intertropicale.
Les conditions naturelles favorables a la croissance de la spiruline sont réunies dans la ceinture

intertropicale du globe entre la latitude 35° nord et 35°Sud (Figure 1.4)

Figure 1.4 : Zone de croissance naturelle de la Spiruline dans le monde (Fox, 1999).

1.3.2. Distribution géographique

La spiruline se développe préférentiellement dans des eaux chaudes, alcalines contenant du
carbonate de sodium (Na2CO3) ou du bicarbonate de sodium (NaHCO3), et riches en nutriments
azotés et phosphorés. Plus communément, elle s’observe dans les eaux saumatres, ainsi que dans

les lacs salins des régions tropicales et semi-tropicales (Tableau 1.3)
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Tableau 1.3 : Distribution géographique naturelle de la spiruline (Jourdan, 1999).

Continent  Pays Région
ALGERIE Tamanrasset
Région du Kanem : lacs Latir, Ouna, Borkou, Katam,
Yoan, Leyla, Bodou, Rombou, Moro, Mombolo,
TCHAD ) ] ) )
Liwa, Iseirom, Ounianga kebir
Afrique SOUDAN Cratére de Djebel Marra
DJIBOUTI Lac Abber
Lacs Aranguadi, Lesougouta, Nakourou, Chiltu,
ETHIOPIE
Navasha, Rodolphe
CONGO Mougounga
KENYA Lacs Nakuru, Elmenteita, Cratére, Natron
TANZANIE Lac Natron
TUNISIE Lac Tunis ; Chott el Jerid
ZAMBIE Lac Bangweoulou
MADAGASCAR Beaucoup de petits lacs pres de Toliara
INDE Lacs Lonar et Nagpur
MYANMAR Lacs Twyn Taung, Twyn Ma et Taung Pyank
SRI LANKA Lac Beira
Asie PAKISTAN Mares pres de Lahore
Lacs d’effluents d’une usine de tapioca, province de
THAILANDE )
Radburi, 80 km au S.O. de Bangkok
AZERBAIDJAN Non précisé
Réservoir d’eau pres de Paracas Pres de I’Ille
PEROU . .
D’Amantani dans le lac Titicaca
Amérigque .
MEXIQUE Lac Texcoco ; lac Cratére
de sud i
URUGUAY Montevideo
EQUATEUR Lac Quiliotoa : cratere de 1km de diamétre.
CALIFORNIE (USA) Oakland ; Del Mar Beach
Amérique  HAITI Lac Gonave
REPUBLIQUE o
denord  pHOMINICAINE Lac Enriquillo
HONGRIE Non précisé
Europe
FRANCE (CAMARGUE) Camargue
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2. Valeur nutritionnelle

La spiruline a été proposée dans l'alimentation humaine par plusieurs scientifiques et

nutritionnistes grace a ses qualités nutritionnelles exceptionnelles, sa facilité de culture, sa haute

productivité et son faible colt de production.

La spiruline est considérée comme une ressource alimentaire non conventionnelle tres riche

en protéines ; elle est riche en sels minéraux, en oligo-éléments et en nombreuses vitamines (B1,

B2, B12, E) (Salle et al., 1999).

3. Utilisation et Intérét

Selon Charpy (2008), la spiruline est utilisée :

>

A cause de ses vertus pour la santé, permettant une alimentation équilibrée, et pour
renforcer le systéme immunitaire

Dans I’agroalimentaire, comme colorant naturel dans les chewing-gums, sorbets,
sucreries, produits laitiers, boissons non alcoolisées comme la menthe.

En cosmétique dans les masques cryogéniques et creme anti -age, par son action sur
le renouvellement cellulaire et la tonicité des tissus.

A usage animal, comme complément nutritionnel, en aquaculture pour favoriser la
croissance et la fertilité, et augmenter les performances des animaux.

En aquariophilie, pour améliorer la coloration des poisons exotiques.

En élevage larvaire, elle est utilisée a hauteur de 1 a 10% de 1’alimentation pour
augmenter la résistance immunologique des larves (Henrikson, 1999). On I’utilise

aussi dans la production de proies vivantes comme [’artémia et les daphnies.

4. Culture de la spiruline

La production mondiale de la spiruline a augmenté depuis 1995, atteignant plus de 4000 T/an

(Statistique Cubia, 2000). La spiruline se développe soit, dans des cultures artificielles ; soit, dans

des cultures de lac. Elle s'adapte a de nombreux biotopes (sable, eau douce, eau de mer)
(Tredecietal., 1986 ; Wu et al., 1993 ; Halland, 2006).

4.1. Condition de culture

Il existe trois facteurs determinants pour la culture de microalgues : la température, la lumiere

et le pH. Les microalgues sont sensibles a toute variation brutale des paramétres de culture. D’autres

acteurs moins importants sont aussi a prendre en compte comme 1’agitation du milieu par exemple.
fact rtant t d t I’agitation d 1 |

10
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4.1.1. La lumiere

La lumiere est un facteur important, mais une exposition directe au soleil n'est pas
recommandée. De préférence, il est recommandé d’exposer la culture a 30% de la lumiére du
soleil, sauf qu'une quantité plus importante peut étre nécessaire pour chauffer rapidement la culture
le matin (Saeid et Chojnacka, 2015).

La croissance de la spiruline n'a lieu qu'a la lumiere, mais un éclairage 24h/24 n'est pas non
plus recommandé. Pendant les périodes d'obscurité, des réactions chimiques ont lieu dans la
spiruline, comme la synthese des protéines et la respiration (Ruma et Sudhakar, 2017).

Une intensité lumineuse élevée sans agitation conduit & une photolyse ou destruction par
l'effet photoélectrique (les électrons sont ‘en €bullition’). Une forte intensité lumineuse avec une

forte agitation donne la croissance optimale (Fox, 1999).

4.1.2. Température
La température est le parametre qui va contrdler la vitesse des réactions. Celle-ci a tendance,
a fortement augmenter sous serre ou en plein soleil et créer des problémes d’évaporation du milieu
de culture. La température optimale de croissance de la spiruline est située dans I’intervalle 35-
38°C, tandis que le minimum est situé de 15-20°C (Belay, 2007)

4.13. pH
Pour la culture de la spiruline, le ph se situe entre 8,5 et 10,5 (Jourdan, 1999).
Naturellement, la spiruline a tendance a alcaliniser le milieu. En effet le CO> dissous dans I’eau,
une fois mobilisé par la spiruline, libére des ions carbonates (CO32) ; qui, en s’hydrolysant, vont
libérer des ions OH"(Danesi et al., 2004).

4.2. Technique de culture

Le processus de culture de la spiruline passe par ces mémes étapes obligatoires, décrites ci-

apres :
4.2.1 Ensemencement

Dans un site dépourvu de la spiruline, ou pour redémarrer avec une nouvelle souche, il doit
démarrer avec un gramme de spiruline concentré dans un volume de culture. Si on veut travailler
avec un volume important, il s’agit de multiplier le volume de semence initiale. Il est convenable
de faire des cultures successives. Si la concentration de culture est plus faible, il faut ombrer avec

une agitation continue sinon la spiruline va s’agglomérer (Jourdan, 1999).

11
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4.2.2 Agitation

Elle est nécessaire pour assurer une bonne culture, au moins 2 a 4 fois par jour, pour
homogénéiser et assurer une bonne répartition de I'éclairage entre tous les filaments de la Spiruline.

L'agitation joue un réle important dans la productivité des cultures a ultra-haute densité. Elle
permet également de distribuer la concentration en CO, uniformément et élimine les substances
inhibitrices comme I'oxygene (Dubey, 2006).

Le mode d'agitation peut étre : manuel avec un balai ou électrique avec une pompe ou une
roue a aubes. L'agitation peut é&tre continue si on utilise une pompe n'entrainant pas de danger sur
la culture de la spiruline. Selon Jourdan (1999), I'agitation nocturne continue favorise nettement

I'autoépuration du milieu.

4.2.3 L’ombrage
L'ombrage est nécessaire quand la température de la culture est trés basse, (< 10°C), avec
une forte intensité lumineuse pour éviter la destruction de la spiruline par la photolyse. Ainsi, une
culture sous ombrage est plus facile a récolter et la qualité de la spiruline est améliorée (Jordan,
2013).

4.2.4 Récolte
On récolte de maniere a maintenir la concentration en spiruline entre 0,4 et 0,6 g/l. En
I’absence de récolte, avec suffisamment de nutriments, la concentration en spiruline croit jusqu'a
I’équilibre entre photosynthése et respiration, il n’est pas bon pour la culture de rester longtemps
sans étre récoltée, a trés haute concentration, celle-ci peut méme étre une cause de mortalité
(Jourdan,1999).

4.2.5 L’extrusion et le séchage
Le séchage doit étre suffisamment rapide pour que le produit seche sans fermenter. La
biomasse issue du pressage est d'abord répartie par extrusion en ‘spaghetti’ sur un plateau. Si la
biomasse est trop fluide, on I'étale en couche mince sur un film de polyéthyléne (methode
‘indienne’). L'extrusion en spaghetti peut se faire a I'aide d'un décorateur de gateau, ou avec un
instrument de cuisine courant ou une boite a fond percée de petits trous et d'un piston, ou a l'aide
d'un pistolet a colle silicone modifié (bouchon PVC de 50 mm percé de trous de 2 mm), ou avec

un poussoir a saucisses (Jourdan, 2006).

12
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On peut sécher a I'ombre simplement dans un courant d'air a température ambiante, sous
moustiquaire (il suffit que l'air soit a température nettement supérieure a son point de rosée) (Fox,
1999).

Le temps de séchage varie selon I’épaisseur de la biomasse, la température et I’humidité. Il

se situe autour de 4 heures, mais il est possible d’arriver a sécher en une heure (Jourdan, 1999).

4.2.6 Conditionnement
La spiruline séche peut se conserver longtemps sans perdre trop de ses qualités a condition
d'étre stockée en sachets bien remplis et étanches, a I'abri de la lumiere, de l'air, et des fortes
chaleurs. Des sachets en plastique aluminisés multicouches, thermoscellables, conviennent trés
bien. 1l est préférable de faire le vide dans les sachets ; dans ce cas, le produit peut se conserver 5
ans. Si l'on ne peut pas sceller sous vide, l'absorption de l'oxygéne restant dans le sachet
convenablement scellé provoquera souvent sa mise en ‘sous vide’ spontanée en quelques jours

(Jourdan, 2006).

5. Milieu de culture

I1 s’agit d’une reproduction artificielle du milieu dans lequel la spiruline croit naturellement.
C’est donc une solution natronée et alcaline constituée d’un mélange d’eau et de sels minéraux,
qui apporte a la spiruline tous les éléments chimiques qui lui sont nécessaires (Jourdan, 2013).

Le contenu de quelques milieux de culture mentionnés dans la bibliographie est donné a titre

indicatif dans le Tableau 1.4

13
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Tableau 1.4 : Milieux de culture utilisés pour les espéces de spiruline énumérées dans la

bibliographie.

Espéce Milieu de culture | Ingrédients et proportions Référence

Arthrospira | Hiri Natron 16 g/l

platensis. Sel de table Nacl 1 gl
MgSO4 0,1 g/l
FeSO4 0,01 g/l
(NH4)3PO4 0,1 g/l Hiri (2008)
K2SO4 0,59/l
CaCl; 0,14/
Urée 0,19/l
Eau douce 11

Spirulina Zarrouk Solution A9

maxima NaHCO3 16 g/l
K2HPO> 0,5 g/l
NaNOs3 2,5 g/l
K2SO4 1 gl
MgSOs, 7H20 0,2 g/l
CaCl; 0,04 g/l
FeSO4, 7TH0 0,01 g/l
EDTA 0,08 g/l
Solution A5
H3BO3 2,86 g/l
MnClz, 4H20 1,8 g/l
ZnS0g4, TH20 0,22 g/l Zarrouk (1966)
CuSOq, 7H20 0,08 g/l
MO3 0,01 g/l
La solution A6
CO(NOg), 6H20 0,044 g/l
K2Cr(SOa), 24H.0 0,096 g/l
NiSO4, 7H20 0,0477 g/l
Ti(SO4)3 0,04 g/l
NH4VOs3 0,029 g/l
NaWOQ4 0,0179 g/l

14
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Suite du Tableau 1.4 ....

Espéce Milieu de culture | Ingrédients et proportions Référence
Arthrospira | LMK Chlorure de sodium 13 g/l
platensis Carbonate de sodium 29/l

Engrais N.P.K 2 g/l

Urée 0,59/l

Phosphate d’ammonium 0,1 g/l Aliane (2014)

Sulfate de magnésium 0,1 g/l
Sulfate de potassium 0,5 ¢/l
Sulfate de fer 0,01 g/l
Chlorure de calcium 0,1 g/l

Eau douce 1L

4.3.1 Eau

L’un des paramétres les plus importants pour une culture de spiruline, est la qualité de 1’eau
utilisée. 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 général de qualité convenable. Si I'eau est dure,
il se produira des boues minérales (plus ou moins abondantes selon la teneur en calcium,
magnésium et fer), qui décantent rapidement et ne sont pas particulierement génantes pour la
culture, a condition toutefois que I'ensemencement initial en spirulines soit assez concentré.
(Jordan, 1999).

La limite de salinité¢ d’eau, est généralement assez large, mais on se place souvent vers les
minima, cela pour des raisons d’économie et de productivité, avec une salinité totale de 13 gll,

avec zone optimale de développement qui se situe entre 22 et 62 (Jourdan, 1999).

5. Contenu des milieux de culture

Selon Jourdan (2013), les principales recommandations pour préparer un milieu de culture
favorable & la culture de la spiruline sont énumérees ci-apres :

Le bicarbonate de sodium (NaHCOs3) permet de garantir une alcalinité du milieu. Il peut étre
remplacé en partie par de la soude caustique ou du carbonate de sodium, qui ont I'avantage de
relever le pH initial du milieu de culture (par exemple 5 g/l de bicarbonate de sodium + 1,6 g/l de

soude donnent un pH de 10). Le natron peut aussi étre utilise.
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La salinité est apportée par les différents engrais et du sel (chlorure de sodium). Le sel de
cuisine iodé et fluoré peut convenir mais souvent il contient jusqu'a 2% de magnesie insoluble :
mieux vaut utiliser un sel n'en contenant pas, pour éviter un exces de boues minérales. Les boues
minérales excessives peuvent étre trés génantes pour une culture qu'on ensemence peu concentrée
en spiruline : celle-ci est en effet facilement entrainée par les flocons de boues au fond du bassin
sans qu'on puisse la récupérer. Par contre I'emploi d'un sel peu raffiné est recommandé a cause de
sa teneur en oligo-éléments bénéfiques.

En plus du sel et de la soude, le milieu de culture contient des engrais pour assurer la
croissance des spirulines, comme en agriculture habituelle : azote (N), phosphore (P), potassium
(K) sont les trois principaux eléments, mais soufre (S), magnésium (Mg), calcium (Ca) et fer (Fe)
doivent aussi étre ajoutés s'ils ne sont pas apportés en quantité suffisante par I'eau, le sel et les
engrais.

L'eau, le sel et les engrais apportent souvent assez d'oligo-éléments (bore, zinc, cobalt,
molybdéne, cuivre, etc.), mais comme ceux-ci sont colteux a analyser, on préfére, quand on le

peut, ajouter systématiquement les oligo-éléments, au moins les principaux.

5.1. Nutrition carbonée et pH
Le carbone(C) : c’est la nourriture principale de la spiruline, qui est apporté
principalement par le gaz carbonique ou le carbone minéral.
Dans I’eau, le carbone minéral existe sous formes de : CO, H.COs, HCO3 , CO3 , en
équilibre entre elles et dont les proportions varient suivant le pH du milieu. Ainsi la nutrition

carbonée de I’algue est directement liée au pH (Zarrouk, 1966).

5.2. Nutrition azotée

L’azote est un constituant important des acides aminés, qui est apporté principalement par
I’azote atmosphérique, et aussi ’'urée. L’azote joue un role majeur dans la nutrition de 1’algue
puisque celle-ci contient environ 10% de cet élément dans sa matiére séche (Zarrouk.1966)

Les sources d'azote préférées des spirulines sont I'ammoniac et I'urée, mais ces produits sont
toxiques au-dela d'une concentration limite (I'urée s’hydrolyse peu a peu en ammoniac). C'est
pourquoi on préfere souvent, au moins lors de la préparation du milieu de culture, utiliser du
nitrate, dont on peut mettre sans danger une forte dose, constituant ainsi une réserve d'azote a long
terme. Les spirulines consommeront d'abord I'ammoniac ou l'urée s'il y en a de disponibles. Une

Iégere odeur passagéere d'ammoniac révéle qu'on s'approche de la limite autorisée ; une odeur
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persistante et forte indique qu'on I'a sirement dépassée et qu'il faut s'attendre & un mauvais état de

la culture (passager ou irréversible selon la dose d'ammoniac) (Jordan, 2013).
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CHAPITRE 11 :
MATERIEL & METHODES



Matériel et Méthodes

La présente étude a été réalisée au niveau de la ferme aquacole de I’Ecole Nationale
Supérieure des Sciences de la Mer et Aménagement du Littoral (ENSSMAL) sise a
Delylbrahim (Alger) (Figure 11.1), durant une période de 45 jours (entre fin Avril et mi- juin
2022).
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Flgure 11.1 : Localisation géographique de la ferme aquacole ENSSMAL (Google MAPS, 2022)

1. Matériel d’étude

1.1. Matériel de culture et de laboratoire :
Afin de mener a terme cette étude, un ensemble de matériel a été utilisé pour la préparation,

la culture et la récolte de la spiruline :

- Deux aquariums de dimensions : 100 x 40 x 30 cm ;

- Deux contenants (bidon) en plastique transparents de 20 | ;

- Deux boucaux de volumesde 5et 10 I ;

- Deux béchersde 21;

- Deux résistances d’aquarium (RS-200W ; 220-240v 50-60Hz) ;
- Deux pompes a air d’aquarium (RS-1000) ;

- Quatre agitateurs mécaniques avec minuterie ;

- Un filet fin type moustiquaire pour la couverture d’aquariums.

En outre, un matériel de laboratoire, énuméré ci-apres, a été utilisé pour la mesure des

parameétres physico-chimiques et pour le suivi de la culture :

- Balance de Précision (KERN ABJ-NM/ABS-N) ;

- pH metre (INOLAB pH Levell) ;

- Conductimétre (CONSORT C1020) ;

- Microscope optique (OPTIKA microscopes ITALIE ; G x100, x400, x1000) ;
- Etuve (Memmert ; 600) ;
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- Tamis de 40 um ;

- Passoir métallique.

- Verrerie :

- Quatre béchers de100, 200, et de 500 ml ;
- Boites pétri ;

- Deux tiges en verre.

1.2. Matériel biologique
La souche de spiruline (Arthrospira platensis) utilisée dans cette étude, a été fournie par M.

HIRI (gérant d’une ferme de production de spiruline a Tamanrasset), est d’un volume d’environ
0,4 | (Figure 11.2).

Figure 11.2 : Souche de spiruline fournie par M. HIRI.

2. Méthode de culture

2.1. Observation microscopique de la souche

A la réception de la souche (date : 27/04/2022), des échantillons ont été prélevés (n = 6), pour
les observer sous microscope optique a des grossissements de x 100 et x 400, et pour apprécier
la morphologie de la souche a cultiver.
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2.2. Préparation des milieux de culture :
Deux milieux de culture (Hiri, H ; LMK, L) ont été utilisés ; de composition respectivement

détaillée dans les Tableaux I1.1 et 11.2 ; pour assurer les conditions de croissance de la souche
de spiruline FOXBEHATAM.

Tableau I1.1 : composition du milieu de culture HIRI (H)

Elément Quantité (g dans 1 | d’eau)

Natron 16

Sel de table (NaCl) 1

Phosphate d’ammonium 0,1
Sulfate de fer (FeSOa4) 0,01
Sulfate de Magnésium (MgSQa) 0,1
Chlorure de Calcium (CaCly) 0,1
Sulfate de Potassium (K2SOa) 0,5
Uree (CH4NO3) 0,1

Tableau I1.2 : Composition chimique du milieu de culture LMK (L) (ALIANE, 2014)

Produits Quantités g /I d’eau
Chlorure de sodium 13
Chlorure de calcium 0,1
Carbonate de sodium 2
Engrais N.P.K 2
Urée 0,5
Phosphate d’ammonium 0,1
Sulfate de magnésium 0,1
Sulfate de potassium 0,5
Sulfate de fer 0,01
Eau douce 1 litre

Une quantité de 2 kg de milieu de culture H, fournie par M. HIRI (Figure 11.3), a été broyée
a I’aide d’un mortier, pour une dissolution efficace dans I’ecau. Parallelement, les ingrédients
(Tableau I1. 2) nécessaires pour préparer 100 | de milieu de culture L ont été peses avec une
balance de précision.
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Figure 11.3 : Milieu de culture fourni par M. Hiri.

Séparément, les deux quantités (broyat et ingrédients LMK) ont été ajoutés progressivement
dans deux flts de 120 | chacun (récipient en plastique opaque et apte a sceller) ; contenant 100 |
d’eau de robinet potable (Figure 11.4). Un manche a ballet, préalablement stérilise, a été utilisé

pour remuer le mélange afin de bien dissoudre les ingrédients dans 1’eau.

Figure 11.4 : Dilution des milieux de culture

Une fois préparés, les milieux de culture ont été conservés dans les mémes fts a ’abri de la
lumiére pour une durée d’utilisation d’environ 2 mois.

Avant chaque utilisation dans un ensemencement, les milieux de culture (H et L)
préalablement dilués ont été mélangés et filtrés avec une passoire fine pour se débarrasser des

débris.
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2.2.1. Ensemencements :

Avant son ensemencement, la souche initialement regue, a été stockée pendant 48 heures dans
un bécher remplis a moitié pour éviter la détérioration de la qualité de la spiruline. A noter qu’il
est permis de stocker quelques jours et transporter une semence tres concentrée, a condition de
I'agiter et de I'aérer au moins de temps a autre ; sinon elle fermente et dégage de mauvaises odeurs
(Jourdan, 2013).

L’ensemencement consiste a ajouter une quantité (en regle générale 5 fois) de milieu de
culture, préalablement dilué, équivalente a 5 fois le volume de la souche utilisée. Selon Jourdan
(2013), Pour réussir le démarrage d’une culture, il est recommandé de démarrer aussi concentré

que possible en spiruline.

Volume Total aprés ensemencement =1 VVolume de la souche + 5 volumes de milieu

de culture prépare.

2.2.1.1. Premier ensemencement (30/04/2022) :

Dans notre cas, suite a une recommandation de M. HIRI et vu que la souche a ét¢ d’une
concentration trés elevée, le 1*" ensemencement a été réalisé comme suit :

Un volume de 0,4 | de la souche et 30 | de milieu H a été mélangeé (Figure 11.5) ; puis, séparé
équitablement en 2 volumes (V1, 15,2 1 ; V2, 15,2 ) dans deux bidons en plastique de 20 | chacun
(Figure 11.6). Cette séparation en 2 volumes a été réalisée pour réduire le risque de perte de la
totalité de la culture. Les bidons en plastique transparents ont été utilisés afin de permettre a la
culture de recevoir un maximum de lumiére favorisant ainsi le processus de la photosynthese.

Quant au passage d’un ensemencement a un autre, il doit étre déterminé au moyen d’un disque
de Secchi qui permet d’évaluer la concentration de la culture en filaments de spiruline apres

quelques jours de culture. Cette concentration doit étre comprise entre 2 et 3 cm (Jourdan, 2013).

Figure 11.5 : Mélange souche et milieu de culture H dilué.
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Figure 11.6 :

2.2.1.2. Deuxiéme ensemencement

Les cultures au 1°" ensemencement (JO).

Un deuxieme ensemencement a été realisé 17 jours apres le premier selon les

recommandations su- citées (1 volume de souche, prélevé sur le volume total du 1°

ensemencement, additionné de 5 volumes de milieu de culture dilué) pour obtenir un volume

total équivalent a 6 fois le volume initial prélevé du 1° ensemencement (Tableau 11.3). Pour

cela, nous avons choisi d'utiliser 2 aquariums de dimensions (de longueur, 100 ; largeur, 40 et

hauteur, 30 cm) pour contenir chacun un volume M1 (Figure 11.7) et un volume M2 (Figure

11.8), a base de milieux de culture dilués H et L, respectivement.

Tableau 11.3 : Récapitulatif des ensemencements réalisés

Jours expérimentaux | Ensemencement Volume, | Volume Total, |
Souche ou Milieu de
(Date) rélevement culture
P (Houl)
Jo Premier 0,2 15,0 (H) V1= 15,2
(30/04/2022) 0,2 15,0 (H) V2 =152
J17 8,6 43,0 (H) M1="51,6
Deuxieme
(17/05/2022) 8,6 43,0 (L) M2 =51,6
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Figure 11.8 : 2°™ ensemencement (J17) montrant le Volume M2

2.3. Conditions de culture

Le dispositif expérimental a été installé (Figures 11.7 et 11.8) de maniére a ce que la
température et 1’éclairage soient respectés selon les recommandations de Zarrouk (1966).

2.3.1. Agitation

Une agitation est toujours nécessaire pour permettre aux cellules 1’accés aux nutriments et
a la lumiére. Elle a été assurée par des agitateurs mécaniques pourvus d’une minuterie (Ait-
Ouamer & Bouaziz, 2021) et une pompe a air aquarium (RS-1000) qui a été actionnée 24h /
24h. Les agitateurs ont été programmés pour fonctionner verticalement (Figure 11.9) durant

20 min chaque 4 heures tout au long de la période expérimentale.

Figure 11.9 : Agitateurs mécaniques avec minuterie (Ait-Ouamer & Bouaziz, 2021)
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2.3.2. Eclairement
L’éclairement diurne des cultures est naturel, sans exposition directe aux rayons du soleil.

Quant a la nuit, aucune source lumineuse n’a été¢ mise en place.

2.3.3. Température

Durant le 1* ensemencement, la température de la culture a été contrdlée a l'aide d'une
résistance avec un thermostat (RS-200W ; 220-240v ; 50-60 Hz) introduite dans un aquarium
formant un bain-marie pour assurer une répartition homogeéne de la température (Figure 11.6).
La tempeérature optimale est atteinte en veillant a augmenter réguliérement la température de
2°C par jour (32 C°) pour eviter les chocs thermiques.

Durant le 2°™ ensemencement, deux résistances de méme type ont été introduites dans
chaque aquarium de culture contenant le M1 (Figure 11.7) et le M2 (Figure 11.8),

respectivement.

2.3.4. Hygiéne et Maintenance

De bonnes pratiques d’hygiéne ont été suivies (ne pas toucher le produit avec les mains, de
travailler loin du sol, avec des instruments et récipients en inox ou verre, désinfectés et utilisés
exclusivement a la culture de la spiruline), comme recommandées par Ait-Ouamer &
Bouaziz (2021).

Le nettoyage du matériel de culture et la stérilisation du matériel de laboratoire dans une
étuve, avant chaque nouvel ensemencement, est indispensable pour éviter I’introduction des
impuretés ou la contamination de la culture. Afin d’éviter la pénétration des insectes, nous

avons couvert la culture avec une moustiquaire.

2.4. Suivi du développement algal
2.4.1. Mesure des parameétres physico-chimiques

La surveillance quotidienne du dispositif expérimental en veillant au bon fonctionnement

des pompes et des agitateurs, et aux mesures de température, de pH et de conductivité, a permis

de suivre minutieusement les cultures (Figure 11.10) et d'éviter les pannes ou pertes inopinées :

» LepH al’aide d’un pH-métre ;
= Latempérature avec un Thermométre ;

= Laconductivité avec un conductimétre pour mesurer la salinité du milieu.
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Figurell.10 : Conductimeétre (A) et pH meétre (B)

2.5. Caractérisation de la Spiruline
2.5.1. Observation macroscopique
La surveillance et le suivi de 1’état de la spiruline s’est faite a 1’ceil nu. Le diagnostic de la
couleur fournit généralement une bonne appréciation de I’état de la culture et de la croissance des
spirulines (Tableau 11.4). Une culture en bonne santé est généralement caractérisée par une couleur

verte plus ou moins foncée (en fonction de la concentration en spiruline).

Tableau 11.4 : Les couleurs pour le diagnostic préliminaire (FOX, 1999).

La
couleur  Bleu-vert A Jaunatre + Jaunatre + )
) Vert Jaunatre ] . incolore
de fonce écume grisatre
culture
Forte
. Culture
L’état de lumiere Forte Lyse+ o L
Culture N Contamination  précipitée ou
la . culture lumiere exopoly- . o
ombrageée ) bactérienne dévorée par
culture encore photolyse  saccharide

des prédateurs
bonne

2.5.2. Observation microscopique
L’observation microscopique a été réalisée quotidiennement a I’aide d’un microscope optique
pour chaque culture de spiruline (V1 et V2 ; M1 et M2). Elle a permis de contréler les contaminations
éventuelles des cultures et s'assurer de la morphologie de spiruline, le mode de développement et

I’aspect des filaments.
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2.6. Lareécolte
Selon les recommandations de Jourdan (1999), la récolte se fait le matin, car la teneur en
protéine de la spiruline y est généralement plus élevée que le soir. La récolte a été réalisée par
filtration de petits volumes prélevés manuellement (Bécher de 50 ou 100 ml) du volume de la
culture (Figure 11.11).
Les volumes prélevés passent d’abord par un passoir afin d’éliminer les grandes particules
telle que les insectes et débris végétaux, ensuite un deuxiéme tamis de filtration de 40 um pour

récupérer la spiruline (Figure 11.11).

Figure 11.11 : Récolte de la spiruline.

Aprés un temps variable (entre 30 minutes et une heure) selon I'importance de la récolte et
la concentration de la spiruline dans le milieu, la pate verte de spiruline qui s'est accumulée sur le
tamis de filtration peut étre récupérée. Cette biomasse contient entre 80 et 100 g de spiruline

seche/kg de spiruline égouttée, soit 8 a 10% (Jourdan, 1999).

La consistance de la biomasse obtenue dépend de la santé de la culture : une culture neuve
donne une biomasse facile a récolter, car s'agglomérant bien, alors qu'une culture plus ancienne ou

en mauvais état donne une pate trés liquide car renfermant un pourcentage d'eau tres élevé.

2.7. Le séchage
Le séchage est le seul moyen sr de conserver et de distribuer la spiruline sans chaine de
froid. On a opté pour la méthode de séchage naturel, qui est efficace au point de vue du taux
d’humidité du produit final.
La biomasse est extrudée en ‘spaghetti’ sur une moustiquaire en nylon a I’aide d’une petite
seringue de 1 & 2 mm de diamétre, ensuite séchee a I'ombre (Figure 11.12), simplement dans un

courant d'air a température ambiante (= 25°C).
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La durée du séchage varie entre 5 et 7 heures selon I’épaisseur de la biomasse et I’humidité

atmosphérique du lieu de séchage.

Figure 11.12 : Etalement de la récolte sur une moustiquaire pour séchage naturel.

2.8. Le conditionnement
La spiruline séche peut se conserver longtemps sans perdre trop de ses qualités a condition
qu’elle soit stockée en sachets bien remplis et étanches ou, dans des boites en verre stériles bien
scellées ; a I'abri de la lumiére, de l'air et des fortes chaleurs. Lorsque la spiruline pressée ne peut
étre séchée de suite, il faut la conserver dans un récipient fermé, au réfrigérateur bien froid (3 a 4

C°) et pendant un maximum de 3 jours.
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Résultats et Discussion

Ce chapitre est consacré a la présentation et a la discussion des résultats obtenus lors du suivi
des cultures de spiruline ; entre autres, I’ensemencement, les observations macroscopiques et
microscopiques, et le suivi des parametres physico-chimiques, ainsi que les rendements des 2
cultures M1 et M2.

1.  Observation microscopique de la souche

Sous microscope optique aux grossissements x100 et x400, les filaments de spiruline ont été
assez dense et leur aspect était rectiligne indiquant une morphologie droite (Figure 111.1). Nous
n’avons observé aucun autre type de flore que soit bactérienne ou fongique dans 1’échantillon

prélevé ; ce qui refléte un bon état de la souche (assez pure) au début de I’expérience.

Figure 111.1 : échantillons de la souche de spiruline vue au microscope optique A (x100) et B (x400).

2. Ensemencements

Apres le 1* ensemencement, les deux volumes V1 et V2 ont été maintenus dans les mémes
conditions de luminosité, de pH et rythme d’agitation.

Aprés 17 jours de culture, la quantité de biomasse dans V1 et V2 a été la méme (8,6 I),
indiquant un suivi méticuleux pour garantir les mémes conditions de culture dans les deux
volumes. Jusqu’au 16°™ jour, la diminution de volume calculée a été de 43,4%, représentant la
part d’eau évaporée dans chaque volume considéré. Entre le 17°™ et le 32°™ jour, la diminution
de volume calculée a éte de 34,1 et 41,9% pour M1 et M2, respectivement. La part d’eau évaporée
dans notre étude a été supérieure a celle enregistrée dans 1’étude de Ait-Ouamer & Bouaziz
(2021) qui ont utilisé le méme milieu de culture et la méme souche de spiruline et ont enregistré
entre 21,6 et 33,3% d’évaporation (diminution du volume de la culture apres 20 jours de culture).
Ce résultat différent peut étre dii : aux contenants utilisés (bocaux) d’une surface d’échange avec
le milieu extérieur différente ; la période expérimentale considérée et les lieux d’emplacement des
dispositifs expérimentaux.

Apres 16 jours de mise en culture, la couleur de la spiruline dans les volumes V1 et V2
(Figure 111.2) est passée du vert clair au vert foncé (indiquant que la spiruline était en bon état).
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Figure 111.2 : Aspect des cultures apres 16 jours du 1*" ensemencement

Au 17°™ jour aprés la mise en culture initiale, un deuxiéme ensemencement a été effectué
selon le protocole décrit dans le chapitre précédent (Tableau 11.3). A ce 2°™ ensemencement,
deux volumes ont été considérés, M1 (milieu de culture H) et M2 (milieu de culture L).

Les deux volumes M1 et M2 ont été maintenus dans les mémes conditions de luminosité, de pH et
de rythme d’agitation.

Aprés 32 jours de culture, la spiruline des 2 volumes a été récoltée avec un méme procedé,

qui est décrit dans le chapitre précédent.

Figure 111.4 : 2°™ ensemencement volume M2
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3.  Evaluation des parameétres physico-chimiques

La mesure des parameétres physiques d’une culture de micro-algues (la spiruline) permet de

déterminer les conditions optimales de son développement

3.1. Tempeérature de la culture apres le ler et le 2éme ensemencement

La température de la culture dans les volumes V1 et V2 a varié Iégerement (entre 30 et 34
°C) jusqu’au 8™ jour aprés le 1® ensemencement et a partir du 9™ jour, les courbes de
température ont eu une tendance linéaire et similaire pour les 2 volumes (Figure I11.5A). La
tendance similaire des courbes de température des 2 volumes est due a la source de chaleur unifiée
(les bocaux représentants les 2 volumes ont été placés dans un aquarium rempli a %5 et muni d’une
seule résistance avec thermostat). Les températures enregistrées durant les 16 jours expérimentaux
de cette premiére phase ont été légerement au-dessous de celles recommandées par Belay (2007) ;
entre 35 et 38 °C pour une production optimale ; mais sont considérées acceptables dans notre
étude.

La température de la culture dans les volumes M1 et M2 a varié entre 30 et 34 °C apreés le
2™ ensemencement. Les courbes de température ont eu une tendance similaire pour les 2 volumes
(Figure 111.5B). Durant cette phase (aprés le 2°™ ensemencement), les cultures ont été placées
dans des aquariums indépendants et une résistance avec thermostat a été placée dans chaque

volume.
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Figure 111.5 : Evolution de la température des cultures aprés le 1¢ (A) et le 2°™ ensemencement (B).

3.2 pH de la culture aprés le 1° et le 2¢°™ ensemencement
L’évolution du pH des cultures de spiruline, réalisées aprés le 1°" et le 2°™ ensemencement,

est représentée dans les Figures 111.6A et Figure 111.6B, respectivement.
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Figure 111.6 : Evolution du pH des cultures aprés le 1% (A) et le 2™ ensemencement (B).

Le pH du milieu M1 a été supérieur a 10 durant toute la période considérée. Quant au pH du
milieu M2, il a varié de 9,60 a 10,80. Cette légére variation peut étre due a I'évaporation de I'eau
et de la précipitation des filaments au fond de I'aquarium, avec du gaz carbonique dégagé la nuit

et utilisé par les filaments de spiruline le matin.
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3.3. La Salinité de la culture aprés le 1°" et le 2°™ ensemencement

L’évolution de la salinité des cultures de spiruline, réalisées aprés le 1° et le 2°m®
ensemencement, est representée dans les Figures 111.7A et Figure 111.7B, respectivement.

La salinité mesurée dans la culture réalisée apres le 1*" ensemencement (Figure 111.7A) dans
V1 et V2 a montré deux courbes linéaires, indiquant des valeurs constantes et rapprochées durant

les 16 jours expérimentaux de cette premiere phase (= 11 g/l).
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Figure 111.7 : Evolution de la salinité des cultures aprés le 1% (A) et le 2°™ ensemencement (B).

Aprés le 2°™ ensemencement, la salinité a varié de 11 & 17 g/l. Notamment, les valeurs de
salinité enregistrées pour les deux cultures n'ont pas beaucoup changé et sont restées constantes
du 25°M au 32°™ jour de culture. L'augmentation de la salinité dans les deux milieux M1 et M2
est due a la croissance de la spiruline consommant du dioxyde de carbone dans le milieu, qui

compléte le milieu acide, et a I'évaporation de I'eau.

4. Evolution biologique
L’état de la spiruline peut étre observé et décrit en utilisant plusieurs criteres, dont la couleur

et I'apparence. Par I'observation microscopique des échantillons prélevés, nous pouvons observer
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la morphologie et les stades de division des filaments, identifiant ainsi les organismes susceptibles
de nuire a la culture et portant ainsi un jugement plus objectif sur la santé de la culture.
Les Tableaux I11.1 et 111.2 récapitulent les observations et descriptions de 1’état de la culture

de spiruline aprés le 2°™ ensemencement.

Tableau I11.1 : Observations macro et microscopiques de la culture (volume H) de la spiruline

apres le 2™ ensemencement

Jours aprés ’ensemencement
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Tableau 111.2 Observations macro et microscopiques de la culture (volume L) de la spiruline aprés

le 2¢M ensemencement
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D’aprés les observations microscopiques de la culture de spiruline (Tableaux 111.2 et 111.3),

on constate que les trois premieres phases de la courbe de la Figure 111.8 (Salomez, 2009), se sont

déroulées successivement en considérant la concentration en filaments de spiruline dans nos

échantillons.
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Figure 111.8 : Courbe de croissance des micro-algues (Salomez, 2009).
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Au moment de I'ensemencement, la densité de la culture a été faible. Ces filaments
continuent ensuite a croitre en se divisant rapidement et en s'adaptant aux conditions du milieu de
culture. Cette période d'adaptation, qui dure de 2 a 3 jours, s'appelle la phase de latence. Une fois
habitués aux conditions, le taux de division des filaments de spiruline s’accélére et leur nombre
dans la culture augmente de fagon logarithmique (Salomez, 2009). Cette période, appelée phase
de croissance exponentielle, dure de 4 a 6 jours. Ensuite, lorsque la lumiére et/ou les nutriments
font defaut, la division est ralentit. La culture entre alors dans une phase stationnaire, qui peut
durer plusieurs jours.

5. Larécolte et le séchage

La récolte est nécessaire pour éviter les pertes de culture, engendrées par les
concentrations élevées en spiruline qui empéchent la lumiére et le CO2 d’y pénétrer.

L’opération de récolte a été effectuée apres avoir vérifiée la concentration des cultures
M1 et M2 en utilisant un disque de Secchi.

La spiruline cultivée a subi sa premiére récolte apres un mois de culture (J29) soit le
29/05/2022, pour la culture M1 (Figure 111.9), et la premiére récolte pour la culture M2 (Figure
111.10) a été différée au J36, soit le 05/06/2022.

Figue 111.10 : Biomasse de la spiruline récoltée
(Volume M2)
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En raison du taux d’humidité ¢élevé dans la région d’Alger, la biomasse est en risque de

dégradation rapide ; c’est pourquoi il est fortement conseillé de la sécher le plus tét possible

(Jourdan, 2013). Le dispositif de séchage naturel a été décrit dans le chapitre précédent. Les

quantités récoltées et les poids obtenus apres séchage sont récapitulés dans le Tableau I11.3.

Tableau 111.3 : Quantités de spiruline obtenues apres récolte et sechage naturel.

Cultures Dates Poids humide (g) Poids sec (g)
M1 29/05/2022 69,42 7,54
M2 08/06/2022 103,20 11.21

Dans notre étude, le poids sec total de la spiruline récoltée (M1+M2=18,75 g) ne peut nous
informer sur la productivité totale de la culture, car celle-ci peut continuer a produire sur plusieurs
semaines en ensemencant de nouveau le volume restant aprés la récolte. Cependant, la productivité
quotidienne calculée sur les 36 jours de la culture (0,52 g/j) a été inférieure a celle obtenue dans
I’étude de Ait-Ouamer & Bouaziz (2021) (0,8 g/j) pour une durée de 70 jours. En considérant les
différences entre les volumes investis (103,2 vs. 151,3 1), ces résultats sont considérés satisfaisants
dans notre cas, car en cas d’extrapolation de nos résultats pour un supposé volume investis de 151,3
I, on obtiendrait une productivité quotidienne assez proche de 0,76 g/j.

La guantité de spiruline séche obtenue dans M1 était 33% inférieure a celle obtenue dans M2
(Tableau 111.3). En comparant aux résultats obtenus par Ait-Ouamer & Bouaziz (2021), en
utilisant le méme milieu de culture et en extrapolant aux mémes quantités de milieux de culture, nos
résultats sont 50% inférieurs aux leurs. Nous suspectons un manque de dissolution du milieu de
culture H utilisé, de sorte qu’une part des quantités récoltées dans M1 avait une couleur brunatre
(formation de boue au fond de I’aquarium).

L’aspect de la spiruline séche obtenue est illustrée dans les Figures 111.11 et 111.12 pour les
cultures M1 et M2, respectivement. Leur qualité (couleur) n’est pas assez excellente. Une
purification suivie d’analyses microbiologiques sont recommandées pour que le produit soit admis

ou conseillé pour la consommation humaine.

Figue 111.11 : Aspect de la spiruline aprés séchage Volume M1

40



Résultats et Discussion

Figue 111.12 : Aspect de la spiruline aprés séchage Volume M2

6. Conditionnement
La spiruline seche a été stockée et conservée dans des boites en verre bien scellées (Figure

111.12) ; a I'abri de la lumiere, de l'air et des fortes chaleurs.

Figue 111.13 : Conditionnement de la spiruline séchée dans des boites en verre
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Conclusions

Dans ce mémoire, nous avons commenceé par décrire les aspects biologiques et de production
de la spiruline ; un apercu de divers milieux de culture évoqués dans la littérature a été donné, ainsi

que le rble des constituants chimiques des milieux de culture.

Dans des conditions d’espace et de période serrées, nNous avons pu mettre en place une culture
de spiruline (méme souche) en utilisant deux milieux de culture différents : celui dit HIRI caractérisé

par I’utilisation du Natron et celui dit LMK incluant du bicarbonate, des engrais NPK et de 1’urée.

Dans I'ensemble, les objectifs de travail qu’on a tracé ont été atteints. Les essais de culture de
spiruline a la station expérimentale de 'ENSSMAL nous ont permis de maitriser les techniques

d’ensemencements pour la culture et la récolte de la spiruline.

Le milieu LMK a donné une meilleure productivité que le milieu HIRI (quantité de spiruline
seche supérieure de 33%). Cette productivité en spiruline réduite peut étre due a un manque de
dissolution des ingrédients du milieu de culture lors de son utilisation et une grande partie des
nutriments n’ont pas été utilisés. Des travaux antérieurs dans des conditions similaires ont montré
une productivité meilleure du milieu HIRI dépassant ceux obtenus pour le milieu LMK. Les résultats

obtenus dans ce travail en utilisant le milieu LMK sont considérés satisfaisants.

Au terme de ce travail, nous préconisons I’utilisation du milieu LMK pour produire de la

spiruline dans des conditions ou le Natron fait défaut.

De futurs travaux peuvent étre envisagés pour élargir le champ de recherche pour permettre :
- L’examen biochimique et microbiologique du produit final et I’établissement d’un guide
pour évaluer la qualité de la spiruline produite.

- L’incorporation de la spiruline dans 1’alimentation des espéces aquatiques.
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Annexes

Annexes 1 :

Evolution des parametres physicochimiques pour les volumes H pendent les 15 jours d’expérience

( 1°" ensemencement) :

Nombre

de jour Date T® pH Salinité
01 30/04/2022 32,9 10,07 11,25
02 01/05/2022 32,4 10,33 11,05
03 02/05/2022 30,31 10,15 11.2
04 03/05/2022 30,45 10,19 11,5
05 04/05/2022 32,9 10,07 11,33
06 05/05/2022 33,8 10,12 11,33
07 06/05/2022 33 10,23 11,4
08 07/05/2022 31,7 10,45 11,56
09 08/05/2022 31,42 10,2 11
10 09/05/2022 31,6 10,36 11,36
11 10/05/2022 32,4 10,5 11,74
12 11/05/2022 32,9 10,7 11,6
13 12/05/2022 32,5 10,8 11,45
14 13/05/2022 33,23 10,5 11,58
15 14/05/2022 33,2 10,7 11,22
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Annexes 2 :

Evolution des parametres physicochimiques pour les volumes H pendent les 15 jours d’expérience

(2¢me ensemencement) :

Nombre Date H

de jour T pH Salinité
01 17/05/2022 30,4 10,03 11
02 18/05/2022 31,4 10,25 11,33
03 19/05/2022 31,7 10,4 11,36
04 20/05/2022 10,5 10,38 11,8
05 21/05/2022 32,7 10,54 12,5
06 22/05/2022 30,5 10,18 12,8
07 23/05/2022 31,4 10,22 13,2
08 24/05/2022 30,7 10,24 14
09 25/05/2022 31,2 10,56 11,45
10 26/05/2022 32,6 10,34 11,6
11 27/05/2022 33,7 10,23 12
12 28/05/2022 32,6 10,42 11,8
13 29/05/2022 32,4 10,33 11,45
14 30/05/2022 31,27 10,36 11,7
15 31/05/2022 31,9 10,22 11,8
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Annexes 3 :

Evolution des parametres physicochimiques pour les volumes L pendent les 15 jours d’expérience

(2¢me ensemencement) :

Nombre Date L

de jour T pH Salinité
01 23/05/2022 30,3 9,34 14,5
02 24/05/2022 31,45 9,35 15,4
03 25/05/2022 31,72 10,24 11,08
04 26/05/2022 31,5 10,4 11,56
05 27/05/2022 32,7 9,3 16,7
06 28/05/2022 30,6 10,6 11,24
07 29/05/2022 31,52 10,24 11,64
08 30/05/2022 30,8 10,33 11,32
09 31/05/2022 31,2 10,8 11,24
10 01/06/2022 32,7 10,56 11,78
11 02/06/2022 34 10,7 11,36
12 03/06/2022 32,45 10,29 11,5
13 04/06/2022 32,5 10,26 11,45
14 05/06/2022 31,3 10,23 11,2
15 06/06/2022 32,3 10,24 11,55
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Résumeé

Résumé

La spiruline a fait ses preuves en réhabilitation nutritionnelle dans les pays ou la malnutrition sévit
parce qu'elle est riche en protéines, en acides aminés et acides gras essentiels, vitamines et minéraux.
Parmi les facteurs clés a maitriser dans une culture de spiruline ¢’est la préparation d’un milieu de
culture ou tous les ingrédients devraient étre disponibles dans une région donnée.

L’objectif de notre étude a été de produire de la spiruline avec 2 milieux de culture différents et
comparer leur efficacité.

L’étude a été réalisée dans la ferme expérimentale de ’ENSSMAL, et a permis d’optimiser les
conditions de culture et de suivre les paramétres physico-chimiques de la culture.

Le milieu testé (LMK) a produit 33% plus de spiruline que le milieu de référence (HIRI). Ce résultat
peut étre contesté vu les travaux antérieurs qui démontrent I’efficacité d’utilisation du milieu dit HIRI,
caractérisé par contenir du Natron. Cependant, notre travail a démontré que le milieu LMK peut étre

facilement utilisé pour produire de la spiruline dans des conditions ou le Natron fait défaut.
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Abstract

Spirulina has proven itself in nutritional rehabilitation in countries where malnutrition is rampant
because it is rich in proteins, amino acids and essential fatty acids, vitamins and minerals.

Among the key factors to master in a culture of spirulina is the preparation of a culture medium
where all the ingredients should be available in a given region.

The objective of our study was to produce spirulina with 2 different culture media and compare
their effectiveness.

The study was carried out in the ENSSMAL experimental farm, and made it possible to optimize
the culture conditions and to monitor the physico-chemical parameters of the culture.
The medium tested (LMK) produced 33% more spirulina than the reference medium (HIRI). This
result can be disputed given the previous works which demonstrate the efficiency of use of the so-
called HIRI medium, characterized by containing Natron. However, our work has demonstrated that

LMK medium can be easily used to produce spirulina under conditions where Natron is lacking.
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