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Introduction

La population mondiale est estimée a 7,7 milliards d’humains en juin 2019 selon un le rapport
dénommé « Perspectives de la population dans le monde » de I'Organisation des Nations
Unies (ONU). Parmi ses prévisions, ’ONU prévoit une population qui pourrait atteindre 9,7
milliards de personnes en 2050 et pres de 11 milliards d'individus en 2100 (INED, 2019).

Désormais, la croissance de la population mondiale est telle que I'on parle de surpopulation,
qui conduit I’humanité a surexploiter les ressources mondiales engendrant ainsi un ensemble
de défis environnementaux et sanitaires. La pollution de ’environnement a des conséquences
néfastes sur la qualité de vie de tous les étres vivants. Avec le changement climatique, di
principalement aux émissions excessives de CO. dans I’atmosphére engendrant
I’augmentation de I’effet de serre et des tempeératures qui ont pour conséquence la réduction
des productions agricoles (MOLLER, 2015).

Le besoin fondamental de I’humanité étant la sécurité alimentaire. Par ailleurs, la diminution
des terres cultivables accompagnée par un accroissement continu de la population mondiale
rend plus difficile de garantir une production alimentaire saine assurant I’enrichissement de la

quantité et de la qualité de la nourriture consommeée (apports de nutriments essentiels).

Il est désormais clair que les méthodes agricoles actuelles telles que 1’utilisation des engrais,
des pesticides ont des effets néfastes sur I’environnement (destructions des €écosystémes,
pollution des sols et des nappes phréatiques) et sur la santé humaine (allergies, fertilité,

perturbateurs endocriniens, cancers, intoxications alimentaires).

Face a cette situation, des alternatives de production durable ont été mises en ceuvre telles que
les cultures en milieu contrélé, a savoir la culture des microalgues qui se présente comme une
solution d’avenir pour développer une agriculture responsable et autant soucieuse de
I’environnement. Ces solutions optimisées permettent non seulement de supprimer tout type
de pollution (engrais, pesticide, etc.), de procurer des produits sains tout en réduisant les

surfaces de culture, les besoins en eau et le taux de CO2 dans I’atmosphere.

Les cyanobactéries sont des microalgues bleu-vertes qui se trouvent en abondance dans les
milieux aquatiques (AUDINEAU, 1985). Il existe pres de 2000 espéces de cyanobactéries et
seulement une trentaine du genre Arthrospira qui sont comestibles dont la spiruline. Celle-ci,

Arthrospira platensis, présente des qualités nutritionnelles exceptionnelles de par sa haute

2
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teneur en protéine (50 a 70%) (GAYDOU, 2004), en glucides (15 a 25%), ainsi sa richesse en
lipides, vitamines et minéraux (FALQUET, 2006).

L’A.platensis est consommeée en toute sécurité par les hommes depuis des siécles

(FOX, 1999) et sa valorisation prend de I’ampleur depuis quelques années étant donné que
selon I’AFFA (1982), la spiruline est considérée comme la source la plus riche de la nature.

Les principaux pays producteurs de la spiruline sont les états unis (USA), la Thailande et la
Chine. L’Afrique reste 1’un des continents ou la production de spiruline est la plus faible
malgré les conditions de culture favorables. L’ Algérie quant a elle, figure parmi les pays qui
détiennent un gisement naturel de spiruline constituant un réel potentiel pour la recherche et

I’industrie mais qui reste tout de méme modestement exploité.

A travers notre travail, nous essayons de reproduire les conditions naturelles optimales a la
croissance de la spiruline pour pouvoir la cultiver au sein de la station aquacole de

I’ENSSMAL afin de produire une ressource riche en protéines.

Ce manuscrit est composé de 3 parties principales; la premiére comporte une synthese
bibliographique sur la spiruline, sa culture, ses propriétés nutritives et ses diverses utilisations
dans différents domaines. La deuxiéme partie décrit le protocole suivi pour la mise en place
d’une culture d’une variété d’A.platensis aussi, le matériel et les produits utilisés pour la
réalisation de 1’expérimentation et les méthodes d’évaluation de sa croissance. Les résultats
obtenus ainsi que les discussions fournies sont assemblés dans la troisieme partie du

document.

Cette étude s’achéve par une conclusion.
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1 Geénéralités sur les microalgues

1.1 Historique

Il y a 3,6 milliards d’années, durant I’¢re précambrien, les premieres formes de vie, les
cyanobactéries, sont apparues sur terre, elles représentent le point de départ de la chaine alimentaire
et constituent le premier maillon de la production primaire (AUDINEAU, 1985). Parmi ces
cyanobactéries, une microalgue bleue-verte, la spiruline. Elle est donc I'un des micro-organismes

vivant le plus ancien de la planéte

La spiruline a été exploitée par de nombreux peuples dans I’antiquité, puis par les Aztéques du
Mexique et les Kanembous populations du lac Tchad qui la récoltaient a la surface des lacs grace a
des filets a mailles tres fines (DUPIRE, 2011). Séchée, elle était utilisée comme farine pour les

tortillas et gateaux.

Depuis sa découverte, plusieurs échantillons ont été récoltés dans des lacs de la Vallée du Rift au
Kenya : précisément au lac de Nakuru en 1931 par Rich F., au Tchad en 1967 par Léonard J.et
Compere P., au Mexique, plusieurs observations ont été faites par de Toni J. et en Inde dans le lac
de Lonar en 1990 par Pargaonkar S. (FOX, 1999).

En Algérie, la spiruline FOXBEHATAM (Htam spp.) est une souche d’Arthrospira platensis
endémique du Hoggar. Elle fut découverte en 1980 dans une guelta a I’ Atakor par le Dr. Boileau E.
qui pensa des sa découverte que cette algue était une espéce de spiruline. Un échantillon fut remit
par la suite au Dr. FOX R., qui confirma qu’il s’agissait bien d’une spiruline. Et ce fut le Dr. HIRI
A. qui a initié la culture de la FOXBEHATAM, d’ou son appellation faisant référence au Dr. FOX
R., Dr. BOILEAU E., et Dr. HIRI A. & Tamanrasset.

1.2 Définition

Microphytes ou microalgues sont des algues microscopiques qui se retrouvent généralement dans
les systemes d’eau douce et marine. Ce sont des micro-organismes unicellulaires ou pluricellulaires,
procaryotes ou eucaryotes.

Les microalgues sont des étres photosynthétiques c’est-a-dire qu’elles sont capables de produire de
la matiére organique a partir d’¢léments minéraux grace aux processus d’assimilation
photosynthétique. Elles sont importantes pour la vie sur terre, elles produisent environ la moitié de
I’oxygéene atmosphérique (THURMAN, 1997).
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La biodiversité des microalgues est énorme, elles représentent une ressource presque inexploitée. Il
a été estimé qu’il existe environ 80 000-200 000 especes dont environ 50 000 especes sont décrites
(STARCKS, 2012).

On distingue principalement 4 groupes de microalgues :

- Les cyanobactéries (ou cyanophytes)
- Les rhodophytes

- Les chrysophytes

- Les chlorophytes.

1.2.1 Cyanophytes

Ce sont des algues bleu-vertes, qui forment le groupe le plus primitif des algues. Elles sont aussi
dénommées cyanobactéries en raison de leur affinité (reproduction asexuée et structure procaryote)
avec les bactéries (HOFF, 2001).

Ce sont des organismes procaryotes, donc ne possedent ni noyau ni chloroplastes. Les pigments
présents dans la cellule sont nombreux : chlorophylle a et ¢, phycocyanine dominante bleu-verte,

phycoérythrine rouge et pigments d’accompagnements, béta caroténe et xanthophylles jaunes.

Ces pigments sont diffuseés dans le cytoplasme et donnent aux cellules une coloration homogeéne.

2  Spiruline Arthrospira platensis

La spiruline est une microalgue filamenteuse bleue-verte de 0,3 mm de long et d’un diametre
d’environ 10 um appartenant a la classe des cyanophycees dont le nom scientifique est Arthrospira
platensis, elle effectue la photosynthése et prospére dans les lacs salés et alcalins des régions
chaudes. (JOURDAN, 2013).

Cette espece de cyanobactérie comporte un filament multicellulaire, le plus souvent enroulée en
spires d’ou son nom commercial, spiruline (GIRARDIN-ANDREANI, 2005), sans hétérocystes
pour fixer I’azote de l’air. Elle est appelée aussi algue bleue car, en plus du pigment vert,

chlorophylle, elle possede un pigment bleu appelé phycocyanine. (FOX, 1999).

La spiruline a été décrite pour la premiére fois par Wittrock et Nordstedt en 1844 sous le nom de

Spirulina jenneri platensis. (FOX, 1999).
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La terminologie de la spiruline est assez confuse. Les différentes confusions faites par rapport a

I’emploi du terme spiruline sont regroupées dans le tableau ci-contre :

Tableau I.1: Confusions liées au terme de spiruline

Spiruline

Spirulina

Arthrospira

Terme vernaculaire
regroupant toutes les
spirulines en vente sur le
marcheé (Spirulina non
comestible et Arthrospira

comestible) ;

Nom commercial
francophone de la
cyanobactérie appartenant au

genre Arthrospira.

Nom scientifique taxonomique
d’une autre cyanobactérie tres
éloignée du genre Arthrospira
qui n’est pas utilisé dans le

cadre de I’alimentation ;

Nom commercial anglophone
de la cyanobactérie appartenant

au genre Arthrospira.

Nom scientifique et
taxonomique d’un groupe de
cyanobactéries auxquelles
appartient la spiruline utilisée
dans le cadre de

I’alimentation.

Les deux espéces les plus connues sont :

- Arthrospira platensis, originaire d'Afrique

- Arthrospira maxima originaire d’Amérique centrale.

Tableau 1.2: Systématique d’Arthrospira platensis (GUIRY et GUIRY, 2019)

Embranchement : Procaryotes

Régne : Eubacterie

Sous régne : Negibacteria
Phylum : Cyanobacteria
Classe : Cyanophyceae

Sous classe : Oscillatoriophycidae
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Ordre :

Oscilatoriales

Famille :

Microcoleaceae

Genre :

Arthrospira

Espeéce :

Arthrospira platensis (GOMONT, 1892)

2.2 Morphologie

La spiruline se présente sous forme d’un filament pluricellulaire, d’une longueur moyenne de 250

um, d’un diametre de 10 pm et d’une couleur bleue-verte, appelé trichome ayant une forme
hélicoidale (RICHMOND, 2001 ; CLEMENT, 1975).

Il existe des spirulines de souches différentes : (Figure 1.1)

- Les spiralées type Lonar (a) : les filaments sont en "queue de cochon”, telle la « Lonar » ;

- Les spiralées ondulées type Paracas (b) : les souches dont les filaments sont en spirale étirée;

- Les droites type M2 (c): désignent les souches dont les filaments sont étires

(JARISOAI, 2005).
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Figure 1.1: Différentes morphologies des filaments d’Arthrospira platensis

Toutes sont des Arthrospira platensis spp selon la dénomination scientifique (JOURDAN, 2013).

2.3 Biologie et reproduction de la spiruline

La spiruline est dotée de vésicules de gaz dégonflables appelées hétérocystes qui peuvent faire

monter les filaments dans la colonne d’eau pour atteindre la lumiére afin d’assurer la photosynthese

(WALSBY, 1973).



Chapitre | Etude bibliographique

D’aprées JOURDAN (2013), la spiruline se développe de 25% chaque jour. Sa reproduction est
asexuée et s’effectue par division des filaments : scission binaire ou multiple, bourgeonnement ou

fragmentation.

Le filament de spiruline a maturité forme des cellules spéciales appelées nécridies qui 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.

Les hormogonies vont croitre en longueur par division binaire (chacune des cellules va donner deux

cellules par scissiparité) et prendre la forme typique hélicoidale. (CHARPY/, 2008)

La figure ci-dessous résume le cycle biologique de la spiruline :

L \QQJ
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Figure 1.2: Cycle biologique de la Spiruline selon (CHARPY, 2008)
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2.4 Ecologie et habitat de la spiruline

- Dans le monde

La spiruline croit naturellement dans les lacs alcalins, dans le désert et a proximité des anciens
crateres de volcans contenant du carbonate de sodium (Na2 CO3) ou du bicarbonate de sodium (Na
HCO3), d’autres minéraux et une source d’azote fixée (FOX, 1999).

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. (Annexe 02).

La répartition naturelle de la spiruline est fortement liée a la répartition du flamant rose nain,
Phoeniconaias minor, qui de par ses déjections dans les lacs, fournit un milieu propice au

développement de la spiruline. (Annexe 01)
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Le fait que la spiruline prospéere en milieu trés alcalin présente deux avantages majeurs :

- Meilleure absorption du gaz carbonique de l'air ;

- Protection contre les contaminations.

La carte suivante montre les zones ou la spiruline croit naturellement.

Figure 1.3: Zones de croissance naturelle de la spiruline dans le monde (GERALDINE et Benoit,
2016)

- En Algérie

La spiruline FOXBEHATAM a éte isolée dans le massif cristallin du Hoggar connu autrefois par
ses activités volcaniques sous-marines ou elle se développait en grande quantité et fut favorisée par
les conditions climatiques de cette région, a savoir : une activité volcanique et une pluviométrie

importante ainsi qu’une température et ensoleillement adéquat (BOILEAU, 1988).

2.5 Modes de la culture

Dans la nature, la spiruline n'a besoin pour croitre que d'une cuvette argileuse retenant une eau
saumatre et alcaline, sous un climat chaud, et de quelques déjections animales (flamant rose nain)
(FOX, 1999).

Cependant, la culture industrielle de la spiruline est intensive et technique. Elle se fait généralement

dans des bassins aménagés pour favoriser cette culture.

La construction de bassins sous serre peut étre plus intéressante. En effet, cet abri constitue non
seulement une protection contre le froid, I'évaporation, les insectes et les poussiéres mais aussi
contre les pluies, qui peuvent faire déborder les bassins et donc provoquer une perte, ou au moins

une dilution du milieu de culture.

10
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Il'y a plusieurs fagons de construire un bassin destiné a la culture de spiruline : en baches plastique,
en béton ou méme en argile (JOURDAN, 2013).

2.5.1 Milieu de culture de la spiruline

La réussite d’une culture de microalgues dépend d’un équilibre entre les éléments nutritifs majeurs

et mineurs spécifiques. Un déséquilibre dans ces nutriments entraine rapidement ’arrét de la

croissance de la culture.

Le milieu de culture adéquat a la croissance de la spiruline dépend surtout de sa composition

minérale (FOX, 1999) (Annexe 03). Ce milieu de culture doit lui apporter tous les éléments

chimiques nutritifs qui lui sont nécessaires (ZARROUK, 1966) :

Carbone (C) : apporté par le carbonate de sodium (Na2COs) ou bicarbonate de sodium
(NaHCO3).

Azote (N) : Les sources d'azote préférées des spirulines sont I'ammoniac (NH3) et l'urée

(CO(NH2).) ; mais en raison de leur toxicité, I’utilisation des nitrates est plus recommandée.

Phosphore (P) : apporté dans le milieu par les orthophosphates par exemple : le phosphate
monoammonique (NH4H2PO4), le phosphate dipotassique (K:HPO4) ou le phosphate
trisodique (NasPOas, 12 H>0), ou encore l'acide phosphorique.

Fer (Fe) : Le fer est apporté par une solution de sulfate de fer acidulée.

Potassium (K) : fourni par le nitrate de potassium, le chlorure de potassium, le sulfate ou le

phosphate dipotassique.

Magnésium (mg) : La source de magnésium habituelle est le sulfate de magnésium
(MgSO.).

Calcium (Ca) : apporté par le sulfate de calcium ou par un sel de calcium soluble (nitrate,
chlorure). En cas d'ensemencement d'une nouvelle culture avec peu de spiruline, mieux vaut
s'abstenir d'ajouter du calcium au debut pour éviter de perdre de la semence entrainée dans

les boues minérales.

On notera la possibilité d'apporter plusieurs éléments a la fois par le méme produit, par exemple N

et K par le nitrate de potasse, P et K par le phosphate dipotassique, ou S et Mg par le sulfate de

magnésium.

11
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Les limites de concentration admissibles pour les différents éléments dans le milieu de culture sont

données en Annexe 04.

2.5.2 Parametres physiques de la culture de spiruline

Afin de réussir la culture de la spiruline, il est impératif de pouvoir reproduire les conditions
naturelles optimales a sa croissance. Ainsi, les paramétres fondamentaux qui contribuent a

reconstituer le climat naturel favorable a la croissance de cette microalgue sont :

2.5.2.1 Température

La spiruline ne commence a croitre d’'une maniére appréciable qu’au dessus de 20°C. La vitesse de
croissance est maximale entre 35 et 37°C. Au-dela de cette température, on risque d’avoir une
destruction de la culture (qui survient apres quelques heures au-dela de 43°C) (ZARROUK, 1966).
(Annexe 05)

2522 pH

Le pH du milieu de culture influence directement la vitesse de croissance de la spiruline. Le pH doit
étre compris entre 9 et 11 (FOX, 1999). (Annexe 06)

Le pH optimum d'un milieu de culture neuf a confectionner dépend de son utilisation :

- S'il doit étre utilisé pour démarrer une nouvelle culture, son pH doit étre d'au moins 9 : s'il
est trop bas la culture risque de mal démarrer, avec formation de grumeaux ou précipitation
de la spiruline au fond. Le natron ou le mélange carbonate + bicarbonate, ou I’eau de cendre

carbonatée sont donc bien adaptés a ce cas.

- Par contre si le milieu neuf doit servir d'appoint a une culture existante, son pH peut étre
avantageusement voisin de 8, ce qui contribue a maintenir le pH de la culture suffisamment

bas par apport de bicarbonate.

2.5.2.3 Agitation du bassin

La plupart des microalgues ont tendance a sédimenter. 1l est donc nécessaire de les agiter afin
d’homogénéiser, favoriser I'élimination de I'oxygéne et assurer une bonne répartition de I'éclairage

dans le bassin de culture.

L'agitation continue des cultures en petits récipients se fait au moyen d'un petit bullage d'air comme

dans un aquarium qui a I’avantage d’apporter du gaz carbonique

12
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L'agitation de volumes importants (> 100 litres) peut se faire au moyen d'une petite pompe
daquarium, mais on a intérét a ne pomper qu'un quart d'heure par heure pour ne pas abimer les
spirulines. Les souches ondulées sont beaucoup moins sensibles aux dégats des pompes
(JOURDAN, 2013).

2.5.2.4 Lumiére

La lumiére est un facteur important dans la croissance des microalgues. Une limitation ou un exces
de lumiére peut donc avoir des conséquences sur le développement de la spiruline, du fait que sa
croissance depend de son activité photosynthétique et donc de la quantité et de la qualité de lumiére

qu’elle regoit.

Si la lumiére du soleil est la source d’énergie naturelle la plus abondante, elle n’est pas controlable
en terme d’intensité¢ et de durée d’éclairement. L’utilisation de la lumiére artificielle est donc
nécessaire afin d’avoir des productions élevées et sur de longues périodes indépendamment de la

saison.

La vitesse de la photosynthése est maximale lorsque 1’éclairement est compris entre 30 et 50 Klux

(ZARROUK, 1966). (Annexe 07)

2.5.25 Salinité

Les limites de salinité et d'alcalinité permises sont assez larges, une salinité totale de 13 g et une
alcalinité de 0,1 molécule-gramme sont recommandées; mais ces concentrations peuvent étre

doublées sans inconvenient. (Annexe 08)

L'alcalinité est apportée majoritairement par les carbonates et les bicarbonates de sodium qui ont
dailleurs l'avantage d’augmenter le pH initial du milieu de culture. La salinité complémentaire est

assurée par les autres éléments nutritifs.

2.5.3 Conditionnement et conservation

La biomasse fraiche de spiruline produite de bonne qualité peut étre directement consommeée apres
pressage ou bien elle peut étre mise en conserve (congelée, salée, sucrée ou séchée). Fraiche, elle
peut se garder de deux a quelques jours au réfrigérateur, mais elle se conserve seulement si elle n’a
pas été lavée apres filtration (JOURDAN, 2013).

13
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Cependant, la spiruline seche 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 lumiére, de I’air, et des
fortes chaleurs. Des sachets en plastique aluminisés multicouches, thermoscellables, conviennent
trés bien, mais il est préférable de faire le vide dans le sachet tout en le thermoscellant : dans ce cas

le produit peut se conserver 5 ans.

Si le produit doit étre utilisé rapidement (moins de 3 mois), I’emballage en sachets plastique non

métallisé est possible.

Les paillettes de spiruline obtenues peuvent étre aussi conservées dans des boites métalliques ou des
pots opaques. Dans ces conditions, les qualités nutritionnelles de la spiruline sont préservées pour

au moins 1 an.

Une fois seche, la spiruline ne doit jamais étre réhydratée (sauf pour consommation immeédiate).

Il est a noter toutefois qu’il est plus simple et préférable de consommer la spiruline fraiche

directement aprés sa récolte puisque sa valeur nutritive baisse apres le séchage et la conservation.

2.6 Composition et propriétés nutritives
La spiruline contient une bonne partie des nutriments essentiels pour I’homme. (Figure 1.4)

La variation des conditions de culture impacte sur la composition biochimique de la spiruline
(ROGOWSKI, 2008).

COMPOSITION DE LA SPIRULINE

Glucides 16%

Protéines \ Y Minéraux 9%
o, N/
%

- Fibres 1%

Figure 1.4 : Composition moyenne de la spiruline
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2.6.1 Les protéines

Avec une teneur moyenne en protéines de 55 a 70%, la spiruline contient plus de protéines que la
plupart des aliments courants et posséde quasi tous les acides aminés dont ceux essentiels. A titre
de comparaison, dans la viande et le poisson, la teneur moyenne en protéines est de 1’ordre de 15 a
20%, dans le soja, 35% et dans les ceufs, 12%. De plus, la digestibilité des protéines de la spiruline
est élevee (entre 75 et 83%) du fait de I’absence de paroi cellulosique des cellules (GAYDOU,
2004).

2.6.2 Lesglucides

Les polysaccharides constituent 15 a 25% de la matiére séche de la spiruline (FALQUET, 2006)
Les glucides simples sont en trés faible quantité, constituant ainsi un avantage sur le plan diététique
(BABADZHANOV et al., 2004).

2.6.3 Leslipides

La spiruline est considérée comme ['une des meilleures sources alimentaires lipidiques connues
d'acide gammalinoléique (oméga 6) apres le lait humain et quelques huiles végétales peu courantes

(huiles d'onagre, de bourrache, de pépin de cassis et de chanvre) (LUPATINI et al., 2017).

L'acide gamma-linolénique constitue jusqu'a 40% des acides gras de la spiruline (COHEN, 1993).

2.6.4 Les vitamines

La spiruline contient de nombreuses vitamines telles que les complexes en vitamine B ou seules les
vitamines B5 et B8 sont absentes. Il faut noter la teneur exceptionnelle en vitamine B12 qui est de
loin la vitamine la plus difficile a obtenir dans un régime végétarien (ROGOWSKI, 2008). Elle
contient également une quantité importante de bétacaroténe ou de provitamine A convertible par

I’homme en vitamine A et bénéfique pour la vision.

2.6.5 Minéraux et oligoéléments

Les minéraux et oligoéléments les plus importants et familiers contenus dans la spiruline sont le fer,

le zinc, le magnésium, le calcium, le phosphore et le potassium.

La spiruline contient environ 1g/kg de fer hautement assimilable (JOHNSON et SHUBERT,
1986).

Concernant le calcium, 10g de spiruline couvrent 10% des apports nutritionnels (ROGOWSKI,
2008).
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2.7 Utilisations et bienfaits (humaines et aquacoles)

Les microalgues notamment la spiruline constituent une importante source de biomasse et de

composants biochimiques valorisables.

Les applications des microalgues sont nombreuses et variées. Ces applications peuvent se regrouper

en trois parties :

- Alimentations humaines et animales.
- Applications industrielles.

- Applications environnementales.

2.7.1 Applications humaines et animales

- Applications humaines

En effet, la spiruline est actuellement ’'une des microalgues les plus connues, étudiées et utilisées
comme complément alimentaire dans de nombreux pays car on lui découvre toujours plus de

qualités intéressantes pour l'alimentation et la santé, tant pour les hommes que pour les animaux.
Voici quelques bienfaits de la spiruline sur la santé (GIRARDIN, 2005 ; FALQUET, 1986) :

- Antioxydation et antitumorale liée a la phycocyanine ;

- Renforcement du systéme immunitaire grace aux polysaccharides en augmentant l'activation
des macrophages, l'activité des cellules T;

- Diminution du taux de cholestérol grace aux acides gras polyinsaturés oméga-3 et oméga-
6 (Prévention des risques cardiovasculaires grace a leur réle hypocholestérolémiant);

- Amélioration des capacités sportives : par ses teneurs en fer, en vitamine B12, et en [3-
carotene qui facilitent la recupération;

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

- Activité anticoagulante liée aux polysaccharides spécifiques : Spirulane Calcique (Sp-Ca) et
au Spirulane Sodique (Sp-Na) (LEE, 2001).

- Applications animales

La Spiruline est aussi utilisée comme complément nutritionnel en aquariophilie, en aquaculture, en

agroalimentaire, pour des effets trés spécifiques :
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La spiruline est utilisée comme complément alimentaire chez les animaux de compagnie
(chiens, chats, les chevaux, les vaches, les poules, les poissons et les oiseaux)
(HENRIKSON, 1994) ;

Des études sur les poissons d’aquarium et la crevette ont montré les effets bénéfiques

d’A.platensis dans la favorisation la croissance et la fertilité (Kim et al., 2006) ;

Renforcer les défenses immunitaires En aquaculture, la Spiruline est ajoutée aux granulés
dans la nourriture des poissons d’¢élevage, plus souvent soumis a des infections virales et/ou
bactériennes que les poissons sauvages. Watanuki et al. (2006) ont mis en évidence I’ effet

immunostimulant d’A.platensis chez la carpe Cyprinus carpio ;

Augmenter la pigmentation grace a ses pigments, en aquariophilie pour accentuer la
coloration des poissons d’ornement (JAMES et GROSS. 2006) et en aquaculture pour
améliorer la pigmentation des crevettes et des poissons (REGUNATHAN et WESLEY .,
2006).

Elevage larvaire : Elle est utilisée a hauteur de 1 a 10% de I’alimentation pour augmenter la
résistance immunologique des larves (HENRIKSON, 1994) et utilisée aussi dans la

production des proies vivantes comme I'Artémia et les daphnies.

2.7.2 Applications industrielles

La spiruline est considérée aussi comme une matiere premiere dans la fabrication de produits

parapharmaceutiques :

La phycocyanine est utilisee dans cosmétologie pour la variété de couleurs qu’elle peut

donner mélangée avec d’autres composés.

2.7.3 Applications environnementales

La spiruline sert a la fabrication de biocarburant ou algocarburants :

La production de bioéthanol a partir des microalgues est obtenue par un procédé de

fermentation (fermentation de I’amidon en bioéthanol);

La production de biodiesel par extraction des huiles puisqu’elle est riche en lipides.

17
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2.8 Anomalies, maladies et risques de contamination

2.8.1 Anomalies

Si la culture contient beaucoup de spirulines cassees en petits fragments, ou détruites, le milieu de

culture devient alors sale, trouble et moussant jaune ou brun et fermente.
Cela peut étre dl a :

- Un excés de lumiére (surtout matinale) ;

- Une agitation brutale ;

- Un manque de potassium.

Des spirulines anormalement longues peuvent étre signe d’'un manque de fer, a moins qu’il s’agisse

d’une culture en croissance trés faible (JOURDAN, 2013).

2.8.2 Maladies

Les filaments de spiruline peuvent présenter des déformations, ou une boursouflure, ou alors des
excretions jaunes a une extrémité ou sur un coté des filaments, les spirulines sont dites étripees.
(Figure 1.5)

Il est possible que cela résulte d’une attaque par des virus cyanophages.

Dans la pratique, ces anomalies disparaissent d’elles-mémes au bout de quelques jours de marche

dans des conditions normales ; il est rare que cela aboutisse a la mort de la culture.

Figure 1.5 : Spirulines étripées vues au microscope (JOUDRAN, 2013)

2.8.3 Contamination

La principale préoccupation, qui pourrait altérer la sécurité de l'utilisation de la spiruline, est le
risque de contamination par d'autres microalgues ou par des larves et des insectes.
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- Contamination par des vers et des insectes

Certains vers et insectes sont capables de vivre en parasite et d’envahir méme une culture en bonne

santé comme :
- Larves de la mouche Ephydra (petite mouche brune) ;
- Larves de moustiques ;

- Zooplancton (rotiféres spécialement brachyonus, cyanophages et amibes capables de manger

les spirulines).

Les larves de moustique et les rotiferes mangent les spirulines droites, mais pas les spiralées, type
Lonar (JOURDAN, 2013).

- Contamination par des microorganismes

Il est prudent d’examiner un échantillon de culture dans un laboratoire a 1’aide d’un microscope
optique afin de détecter une éventuelle contamination par d’autres microalgues (FOX, 1999;

JOURDAN, 2013), il peut s’agir de :
- Chlorelles ou Oocystis;
- Oscillatoria.
- Anabaena;
- Microcystis ;

- Une diatomée navicula (algues monocellulaires contenant de la silice).

Des boues peuvent se former et remonter a la surface apres agitation.
Ces boues sont un mélange de :
- Minéraux insolubles (carbonates et/ou phosphates) sous forme de cristaux en aiguille ;

- Produits de décomposition de spirulines mortes (contenant de la chlorophylle A et surtout

des caroténoides qui donnent aux boues une couleur brune) ;
- Exopolysaccharides (EPS) ; (Annexe 09)

- Des filaments incolores s’agissant de cyanobactérie appelée phormidium.
19
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Différentes étapes et manipulations qui ont permis d’établir un suivi de la culture de la spiruline
Arthrospira platensis au sein de la ferme expérimentale de 'ENSSMAL sont déecrites dans cette

partie.

1 Matériel biologique : spiruline

L’espéce qui nous intéresse pour ce travail est une souche d’Arthrospira platensis appelée Spiruline
de Tamanrasset (HTam spp.) (BOILEAU, 1988).

1.1 Souche utilisée
Dans le but de mener un essai de culture de spiruline a des fins expérimentales, la souche spiruline,
précédemment citée, issue d’une ferme de production a Tamanrasset nous a été fournie par son

propriétaire le Dr. HIRI. (Figure 11.1)

La souche nous a été envoyée le 26/04/2019 a raison de 500 ml de spiruline fraiche dans une
bouteille d’un litre. A sa réception, la bouteille a été placée dans un endroit lumineux et ensoleillé

sous une température ne dépassant pas les 39°C.

Le lendemain de sa réception, diverses observations microscopiques ont été effectuées au sein du

laboratoire d’aquaculture au niveau de ’TENSSMAL.
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Figure 11.1 : Photo prise au labo aprés versement de la souche dans un bécher
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1.2 Observation microscopique

Avant ’ensemencement de la culture, les filaments de la spiruline FOXBEHATAM ont été
observés au microscope optique (Figures 11.2 et 11.3) a différents grossissements (Gx10x0,25 et

Gx40x%0,65, respectivement) afin d’apprécier 1’aspect morphologique de la souche a cultiver.

Figure I1. 2: Spiruline HTam spp. vue au microscope optique Gx10x0.25

Figure I1. 3: Spiruline HTam spp. vue au microscope optique Gx40x0.65

2 Culture de spiruline

2.1 Matériel et produits utilisés

Durant la période expérimentale, le matériel utilisé pour la conduite et I’entretien de la culture de

spiruline est listé comme suit :
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e 3aquariums (3,5, 22 et 127 L)

e Résistance avec thermostat pour réguler la température
e Thermometre (type HANNA HI 9040)

e pH metre (type HI 208)

¢ Bulleuse d’aquarium

e Une lampe néon (PHILIPS TL-D 18W/546765)

e Disque de Secchi

o Cellule de Malassez

e Balance de précision (type KERN ABS 220-4N)

e Microscope optique (type OPTIKA microscopes ITALIE)
e Spectrophotometre (type UV-1800 SHIMADZU)

e Lames et lamelles

e Filtre (toile a fine maille 25pu a 50 p)

e Tamis300 pet 100 n

e Spatule

e Eprouvette

e Becher

2.2 Préparation du milieu de culture

Le milieu de culture de référence pour la culture de la spiruline est le milieu Zarrouk (ZARROUK,
1966). Néanmoins, la complexité de ce milieu ainsi que I’indisponibilité de certains éléments nous

ont emmené a trouver d’autres alternatives.
La composition du milieu de culture ZARROUK est citée dans 1I’Annexe 10.

De ce fait, nous avons utilisé le milieu de culture utilisé par Dr. HIRI afin d’assurer les mémes

conditions optimales a la croissance de notre souche.

Une quantité de 1,791 kg de milieu de culture de cet mélangé a été fournie par le Dr HIRI en vue de

la dissoudre dans 100 L d’eau.

Tableau I1.1: Composition du milieu de culture de Dr. HIRI (g/l)

Elément Quantité
Natron 16
Sel 1
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Phosphates de potassium 0.6
Sulfates de magnésium 0.1
Sulfates d’ammonium 0.6
Urée azotee 0.1
Sulfates de fer 0.01

Avant sa préparation, le milieu de culture a été broyé au moyen d’un mixeur (Figure 11.4) afin de

faciliter son homogénéisation et sa dissolution dans I’eau.

Figure 11.4: Broyage du milieu de culture

Le milieu de culture mixé est ensuite dilué progressivement dans 100 L d’cau potable du robinet.

L'eau utilisée pour la préparation de notre milieu de culture est une eau du robinet potable.
(JOURDAN, 2013).

Une fois les produits mélangeés totalement dans 1’eau, on a obtenu une solution natronnée propice au

développement de la spiruline.
Le pH du milieu de culture préparé est ensuite mesureé, sa valeur indiquait 9,05.

Une fois préparé, le milieu de culture est conservé dans des jerricans opaques bien scellés de 30 L et

a I’abri de la lumiére pour une durée d’utilisation d’environ 2 mois (Figure 11.5).

Nota 01 : Pour éviter le risque de contamination par des algues étrangeres, il est recommandé de
conserver le milieu de culture préalablement dilué peu de temps, fermé et a 1’obscurité
(JOURDAN, 2013).
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Figure 11. 5: Préparation du milieu de culture

2.3 Les étapes de la culture

La culture de la spiruline passe par plusieurs étapes qui permettent d’obtenir a la fin une spiruline

séche qui peut étre commercialisée sous diverses formes (poudre, gélules, etc.) destinée a la

consommation animale et surtout humaine.

La préparation du milieu et la culture de spiruline se sont déroulées au sein du laboratoire

d’aquaculture et de la ferme aquacole de TENSSMAL, en suivant le protocole résumé en Tableau

1.2.
Tableau I1.2 : Protocole de ’expérimentation

) Mesure des Mesure des

Observations . .
Etapes Ensemencement ) ) paramétres paramétres

microscopiques ] L
physiques biométriques

J1-J20: 1*
ensemencement

Déroulement

périodique

J21-48 ; 2¢me
ensemencement
J49-188 : 3tme

ensemencement

Hebdomadairement

Quotidiennement

Hebdomadairement
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Dans le but de réaliser I’expérience, nous avons suivi les mémes étapes que celles décrites par
JOURDAN (2013) et recommandées par le Dr HIRI.

2.3.1 Ensemencement

Avant son ensemencement, la souche a été stockée pendant 24 heures dans une bouteille ouverte et
remplie @ moitié et cela sans détériorer la qualité de la spiruline. A noter qu’il est permis de stocker
quelques jours et transporter une semence tres concentrée (3 a 4 g/l), a condition de l'agiter et de
I'aérer au moins de temps a autre sinon elle fermente et dégage de mauvaises odeurs (JOURDAN,
2013).

Nous avons utilisé des aquariums (03) en verre transparent afin de permettre a la culture de recevoir

un maximum de lumiére favorisant ainsi le processus de la photosynthese.
- Dimensions du premier aquarium : 19 cm de long, 11 cm de large et 15 cm de hauteur ;
- Dimensions du deuxiéme aquarium : 44 cm de long, 25 cm de large et 20 cm de hauteur ;
- Dimensions du troisieme aquarium : 78 cm de long, 38 cm de large et 43 cm de hauteur.

Etant donné que ’ensemencement a été réalisé a partir d’un volume de 500 ml de spiruline et que

notre objectif est de multiplier le volume initial, on a procédé a un ensemencement successif.

Pour ce faire, on transvase a chaque ensemencement la souche dans 5 fois son volume initial de

milieu de culture préparé neuf.

Le passage d’un ensemencement a un autre a ét¢ déterminé au moyen d’un disque de Secchi qui
nous renseigne sur la concentration de la culture en filaments de spiruline. Cette derniére doit étre
comprise entre 2 et 3 cm. Selon JOURDAN (2013), pour réussir le démarrage d’une culture, il est

recommandé de démarrer aussi concentré que possible en spiruline.

2.3.1.1 Premier ensemencement

L’ensemencement de la culture a eu lieu le 27/04/2019, avec une petite quantité de semence, le

volume initial est de 500 ml de spiruline avec une concentration initiale de 2,4 g/l.

Le déemarrage de la culture s’est fait dans un petit aquarium ayant une contenance de 3,5 L (Figure
11.6) en mélangeant les 500 ml de la semence dans 2,5 L de milieu de culture (5 fois le volume

initial de la souche).

Nota 02 : Suite une augmentation excessive de la température de 43.3°C survenu le 4°™ jour

suivant le démarrage de la culture, la résistance a été enlevée.
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Figure I1. 6: Premier ensemencement de spiruline dans un aquarium de 3.5L

Un rajout de 1,5 L de milieu de culture neuf s’est avéré nécessaire pour remettre la culture a son
niveau initial et éviter le séchage de la culture aprés une perte de la moitié de la culture par

évaporation au bout de 4 jours de culture.

Figure 11.7: Rajout de milieu de culture apres une forte évaporation de la culture

2.3.1.2 Deuxiéme ensemencement

Une période de 20 jours aprés le premier ensemencement, le volume a été augmenté jusqu’a

atteindre 12,5 L équivalent a 5 fois le volume initial du milieu de culture.
Pour cela, on a opté pour un aquarium de 22 L (Figure 11.8).
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Figure 11.8 : Deuxieme ensemencement de spiruline dans un aquarium de 22 L

2.3.1.3 Troisieme ensemencement (Figure 11.9)

Le troisieme ensemencement a eu lieu 27 jours apres le deuxieme. Cela s’est fait dans un aquarium
de 127L.

Figure 11.9 : Troisiéme ensemencement de spiruline dans un aquarium de 127 L

Les aquariums ont été placés dans un endroit exposé au soleil et ont été munis de :

- Reésistance avec thermostat réglée a 25°C.
- Une bulleuse d’aire.

- Une lampe néon d’une capacité de 18 watt.
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Tout au long de la période d’ensemencement, certains parameétres ont été mesurés quotidiennement,
a savoir : température, pH et lumiére ou hebdomadairement, a savoir : densité optique, nombre de
filaments et concentration ainsi que le taux de croissance afin de pourvoir controler et surveiller

I’¢état de la culture et la croissance de la spiruline.

2.3.2 Filtration et essorage
La récolte consiste a filtrer une partie de la culture sur une toile fine (maille 25 a 50 pm).

En raison de la non disponibilité d’un filtre commercial congu spécialement pour la filtration de la
spiruline, un tissu en soie a été utilisé comme alternatif afin de procéder a la récolte suivant les
recommandations citées par JOURDAN (2013).

La récolte a eu lieu le matin puisque la teneur de la spiruline en protéines y est généralement plus

élevée que le soir ; lorsque la concentration de la culture passera au-dessous d’un Secchi de 3 cm.

Avant de faire passer la culture a travers le filtre en soie, la culture est passée par un tamis de
mailles de 300 um destiné a intercepter les corps étrangers tels que : insectes, larves, boues ou
grumeaux de spirulines ; puis un tamis de mailles plus fines (100 um) pour arréter d'éventuels

rotiferes comme le montre la Figure 11.10

Figure 111.10: Tamis 100um et 300pum

Le matériel est assemblé selon la Figure 11.11.
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Figure 11.11: Disposition de la série de filtre pour la récolte de spiruline

Nota 03 : 1l est & noter que les étapes suivantes sont décrites uniquement a titre explicatif (Extrusion

et sechage) et qu’elles n’ont pas pu étre réalisées durant notre expérimentation.

Aprés la filtration le filtre se laisse égoutter. Le pressage suit immédiatement la filtration, cette

étape est faite en comprimant a la main la pate de spiruline obtenue dite « biomasse ».

2.3.3 Extrusion

La biomasse issue du pressage est extrudée en « spaghetti » en une seule couche sur une
moustiquaire en nylon ou une grille en plastique (a maille de I’ordre de 5 mm) a I’aide d’un
décorateur de gateau muni d’une filiere percée de trous de 1 a 2 mm de diametre, puis elle est

séchée.
2.3.4 Séchage

Une fois pressée, la pate de spiruline contient environ 25% de matiere séche. Son poids se réduit
donc d’environ % au séchage. Le séchage est le seul moyen sdr pour conserver et pour distribuer la
spiruline sans chaine de froid. Il doit étre suffisamment rapide pour éviter toutes fermentations
(Jourdan, 2013).

Le séchage doit étre mené le plus rapidement possible (moins de 6 heures), on évitera de dépasser

les 60°C pour ne pas détruire les vitamines et acides gras essentiels.

Si ’atmosphere est bien seéche, on peut sécher & 'ombre simplement dans un courant d’air a

température ambiante

La spiruline bien séchée est craquante, se détachant aisément du support de séchage et se laissant

facilement piler ou broyer au moulin en une poudre plus ou moins fine.
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3 Suivi des caractéristiques de la spiruline

La surveillance et le suivi de I’état de la spiruline peut se faire a 1’ceil nu en observant la variation

de la couleur de la culture et/ou sous microscope pour estimer la morphologie des filaments.

3.1 Couleur

Le diagnostic de la couleur fournit généralement une bonne appréciation de 1’état de la culture et de
la croissance des spirulines. Une culture en bonne santé est généralement caractérisée par une

couleur verte plus ou moins foncée (en fonction de la concentration en spiruline) (Figure 11.12).

3.2 Morphologie

Un échantillon de spiruline est observe sous microscope optique (Figure 11.12) quotidiennement
afin de surveiller la culture et de pouvoir déceler les anomalies et détecter les contaminants en cas

de leur présence.

\\

\,_3?&

7 a W ‘
y & & §§£t{d¢hx‘&“‘i§&€g§.&‘;}
o
& S B2,
& - P / b N |
& P ¥ ! - ]

Figure 11.12 : Observation des filaments sous microscope optique (OPTIKA microscopes ITALIE)

4 Suivi des parametres physico-chimique de la culture

Aprés le démarrage de la culture, on procéde au suivi et contrble de certains paramétres

quotidiennement ou hebdomadairement.

Les valeurs de ces parametres doivent étre compatibles aux normes (valeurs optimales) qu’exige la

spiruline pour sa bonne croissance.

Si une valeur mesurée ne respectant pas les normes, une correction doit étre apportée sur le coup.
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4.1 Température

La température est 1’'un des paramétres les plus importants pour la culture de spiruline puisque elle

influence directement sa vitesse de croissance.

Le prélévement de la température se fait a ’aide d’un thermometre avec une sonde électrolyte de

type (HANNA HI 9040). L appareil affiche la valeur de la température en (°C) (Figure 11.13)

Les prises de temprérature sont effectuées quotidiennement tout au long de la période de
I’éxpérience a raison de 3 prises par jour pour ensuite avoir une moyenne journaliere de la

température dans la culture et sont ensuite enregistrées dans un tableau.

Figure 11.13: Thermometre (type HANNA HI 9040)
42 pH

Le pH de I’ecau dans le bassin de culture de spiruline est toujours alcalin, et comprise entre 9 et 11

(basique). Le prélévement du pH se fait au quotidien au moyen d’un pH métre de (type HI 208).
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Figure 11.14: pH metre de (type HI 208)
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4.3 Agitation

L’agitation de la culture est assurée au moyen d’une bulleuse d’aquarium. Elle est maintenue en
continu durant toute la période de la culture pour permettre le déplacement des filaments dans

I’aquarium.

Pour assurer un bon brassage de la culture, une agitation manuelle supplémentaire a ’aide d’une

spatule en bois est pratiquée 2 a 3 fois par jours comme le montre la Figure 11.15.

Figure 11.15: Agitation manuelle de la culture au moyen d’une spatule en bois

4.4 Lumiere

La lumicre est I’'un des facteurs limitant pour le développement de la spiruline puisqu’elle a une

influence directe sur la vitesse de la photosynthese.

En plus de la lumiére naturelle que recoit la culture, une source de lumiére artificielle est apportée a
I’aide d’une lampe néon 18 Watt placée en dessus de la culture pour assurer un éclairage suffisant

pour la croissance de la spiruline.

Faute de non disponibilité d’un luxmetre, I’estimation de la quantité de lumiére que recgoit la culture
est faite par une application mobile (Light Meter) qui donne des valeurs approximatives d’éclairage

en (Lux).
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Figure 11.16 : Lampe néon (PHILIPS TL-D 18W/546765) utilisée comme source artificielle de

lumiére

5 Suivi des parametres biométriques de la culture

Lors d’une culture de microalgues, a savoir la spiruline, le suivi des paramétres biométriques figure

dans la liste des parametres a prendre en considération.

Il y a plusieurs moyens d’évaluation de la quantité de microalgues présentes dans les cultures, soit

par la densité optique ou bien par comptage de nombre de cellules (BARNABE, 1989).

5.1 Densité optique

La spectrophotométrie est une technique d’analyse qualitative et quantitative de substances
absorbant un rayonnement électromagnétique. Elle consiste a mesurer l'absorbance ou la densité

optique (DO) d'une substance chimique donnée, généralement en solution.

Figure 11.17 : Spectrophotometre (type UV-1800 SHIMADZU) utilisé pour la mesure de la DO
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La DO est mesurée au moyen d’un spectrophotométre optique (Figure 11.18) en suivant les épates

suivantes :

Prélever a I’aide d’une pipette Pasteur une quantité de la culture et I’introduire dans une

cuve en quartz.

- Prélever une quantité de milieu de culture et I’introduire dans une 2°™ cuve en quartz qui

servira de blanc.
- Mesurer la densité optique a une longueur d’onde de 560 nm (ZARROUK, 1966).
- Tracer la courbe qui représente la cinétique de la croissance (I’absorbance en fonction du

temps).

La concentration en spiruline est ensuite déduite a partir de la DO puisque 1 unité de densité
optique correspond a 0,7 g de spiruline par litre (ZARROUK, 1966).

5.2 Dénombrement des filaments

Le comptage des filaments d’A4.platensis se fait sous microscope optique a ’aide d’un hématimeétre

(lame Malassez) décrite en Annexe 11 (Figure 11.18).

Figure 11.18: Cellule de comptage (cellule de Malassez)

Les étapes de comptage de cellules sont comme suit :

- Homogénéiser le liquide a analyser (la culture de spiruline) ;
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- Déposer une lamelle sur la cellule de Malassez;

- Remplir la chambre de comptage avec I’échantillon a I’aide d’une pipette Pasteur. La
goutte ne doit pas déborder dans les rigoles de I’hématimétre et doit recouvrir

complétement et d’un seul coup toute la surface quadrillée de I’hématimétre;

- Attendre au moins 5-10 minutes, avant d’entreprendre le comptage (les éléments

cellulaires doivent sédimenter);

- Observer a ’objectif x10 pour repérer la position du quadrillage, et vérifier ’homogénéité

de la répartition des cellules a compter;

Observer ensuite a ’objectif x40 pour réaliser le comptage.

Il existe une convention indiquant que si les cellules touchent la partie supérieure ou la partie
gauche du cadre, elles sont comptabilisées mais si elles touchent la partie inférieure et droite, elles

ne le sont pas.

Le calcul du nombre de cellules est donne selon I’équation suivante :

Nombre de cellules =n /V (cellules/ml)

Ou;
n : nombre de cellules comptées

V : volume de comptage

5.3 Mesure de la concentration

La concentration d’une culture peut étre évaluée par I’intensité de sa couleur. On utilise pour cela
un disque de Secchi (Figure 11.19) : il s’agit d’une régle graduée a I’extrémité de laquelle se trouve

fixé perpendiculairement un petit disque blanc.

Le disque de Secchi gradué est plongé dans la culture aprés son homogénéisation, la profondeur, en

centimeétres, ou le disque cesse d’étre visible est notée.
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Une culture est diluée si le disque de Secchi reste visible au dela de 5-6 cm de profondeur; une
valeur de 2-3 cm correspond a une culture préte a la production. Des valeurs inférieures & 2cm

indiquent qu’il est nécessaire de diluer la culture, ou de récolter.

Figure 11.19 : Disque de Secchi
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Chapitre 111 Résultats et discussions

Ce chapitre est consacré a la présentation et a la discussion des résultats obtenus lors du suivi de la
culture d’Arthrospira platensis; entre autre, des observations microscopiques et le suivi des
parametres physico-chimiques et biométriques.

Les résultats de ce travail ont été comparés avec ceux obtenus par HOCINI (2017), ayant réalisé

une culture de la méme espéce durant une période avoisinante a la notre.

1 Observations macroscopiques

D’aprés le suivi macroscopique de la culture de la spiruline, nous avons constaté un changement de
couleur durant les 3 étapes de ’ensemencement. Un bon développement d’une culture algale doit
étre forcement accompagné par un changement de couleur significatif. De ce fait le passage d’une

culture d’un vert clair a un vert foncé refléte une augmentation de la concentration de la spiruline.

Les figures ci-dessous reflétent le changement de la couleur de la culture ainsi que 1’évolution de la

concentration de la spiruline durant les trois étapes de I’ensemencement.

(a : début de I’ensemencement, culture peu concentrée ; b : culture moyennement concentrée ;

c : culture concentrée).

Figure 111.1: Evolution de la couleur de la culture durant le 1" ensemencement
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Figure 111.3: Evolution de la couleur de la culture durant le 3™ ensemencement

2 Observations microscopiques

Les observations microscopiques ont permis en premier lieu d’apprécier la morphologie des
filaments de spiruline de Tamanrasset Htam spp. et d’évaluer leur croissance ; et en deuxiéme lieu

de surveiller la culture et de détecter les anomalies et/ou les contaminants en cas de présence.

Des sa réception, une premiére observation d’un échantillon de la souche Htam spp. a I’aide d’un
microscope optique, a permis de confirmer qu’il s’agissait d’une spiruline droite de type M2 comme

I’a mentionné le Dr. HIRI (fournisseur de la souche) (Figure 111.4).
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Figure 111.4: Morphologie de filament d'A.platensis type M2 observé au microscope optique
(Gx10x%40)

Une série d’observations microscopiques (1 fois par semaine) a permis de surveiller les
changements morphologiques de la spiruline tout au long de la période de la culture (3 mois). Les
figures ci-dessous montrent les différentes variations qu’ont subi les filaments pendant 1’étape de

I’ensemencement.

Figure 111.5: Filaments de spiruline éclatés observés au microscope optique (Gx10x40)

L’observation microscopique au 4°™ jour aprés I’ensemencement a révélé la présence d’un amas de
filaments éclatés (Figure 111.5). Ceci était accompagné de la formation d’une couche de mousse a

la surface de ’aquarium (Figure 111.6) ainsi que de grumeaux. (Figure 111.7)
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Figure 111.6: Formation d'une couche de mousse a la surface de l'aquarium

Figure 111.7: Formation de grumeaux au fond de I’aquarium

Les aspects observés sous microscope ont coincidé avec le pic de température de 43,4°C enregistré
au méme jour (J4) (Figure 111.8). D’aprés JOURDAN, (2013), une température dépassant 40°C est

considérée létale pour la spiruline (Figure 111.8).
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Figure 111.8: Pic de température de 43,4°C enregistré le 4™ jour de l'ensemencement

Cette augmentation brutale de température causée par une résistance a thermostat défectueux qui a
induit I’évaporation de 1,5L du milieu de culture.

Etant donné que le volume de la culture était réduit a moitié, la vitesse de 1’agitation assurée au
début était tres forte et cela avait pour conséquence la perte de 70% des filaments vivants.

Les filaments de spiruline éclatés se sont ensuite déposés et se sont transformés en boues
organiques brunes d’ou la présence de grumeaux au fond de I’aquarium.

Ces derniers ont été ¢liminés par tamisage a 1’aide d’une epuisette (Figure 111.7) pour éviter le
risque de perte des filaments restants et intacts (JOURDAN, 2013). La résistance ayant le
thermostat defectueux a €té retirée immédiatement de I’aquarium pour garder la culture a

température ambiante durant le reste de la période expérimentale.
Une semaine apres cet incident (J12), plusieurs observations microscopiques ont témoigné la

présence de filaments en phase de division cellulaire. Cela était un signe d’une régénération de la

culture (Figure 111.9).
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Figure 111.9: Division cellulaire des filaments d'A.platensis observée sous microscope optique
(Gx10x40)

Cependant, a partir du 2°™ ensemencement (J20), des filaments de spiruline anormalement longs
ont été observés (Figure 111.10). Cet agrandissement des filaments a été décrit par JOURDAN
(2013) comme suite a un manque de fer ou éventuellement un signe d’une croissance trés lente

puisqu’elles ne se divisent pas assez (conditions défavorables).

Figure 111.10 : Filaments de spiruline tres longs observés au microscope optique (Gx10x40)

3 Evolution des parametres physico-chimiques

La mesure des paramétres physiques d’une culture de microalgues (la spiruline) permet de

déterminer les conditions optimales de son développement.
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3.1 Température
Le graphe ci-dessous (Figure 111.11) représente les différentes valeurs de température observées
durant la période de culture.
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Figure 111.11 : Evolution de la température durant le période de la culture

Nous tenons a rappeler que durant les premiers jours de ’ensemencement, la culture était munie
d’une résistance réglée a 30°C. En raison du choc thermique survenu le 4°™ jour, la résistance a été
retirée et la culture de spiruline a été placée dans des conditions de température ambiante pour le

reste de I’expérience.

D’aprés la Figure 111.11, les valeurs sont comprises entre un minimum de 19,8°C enregistré le 5
jour et un maximum le 4°™ jour de 43,4°C avec une moyenne de26,5°C.

La valeur maximale est due a un incident comme évoqué précédemment. La valeur minimale a été
enregistrée le lendemain suite a une chute de température due au débranchement de la résistance a
thermostat défectueux et la baisse des températures nocturnes durant cette période. Cet écart de
température avait pour effet de favoriser la formation de grumeaux et le dépbt des filaments de
spiruline selon FOX (1999).

Les valeurs de température enregistrées aprés le 5™ jour semblent étre comprises dans un intervalle

de température se rapportant aux valeurs favorables a la croissance de la spiruline (20-37°C). A
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partir du 6™ jour expérimental et malgré le respect des valeurs de températures adéquates a la
culture de spiruline, ce n’était pas suffisant d’atteindre sa croissance optimale.

Par conséquent, ces valeurs n’ont pas été suffisantes pour favoriser la régénération de la culture.

Le calcul du nombre de filaments ainsi que la mesure de la concentration ont permis de suivre la

croissance des filaments de spiruline durant la période expérimentale.

3.2 pH

La Figure I11.12 ci-dessous montre 1’évolution des valeurs de pH oscillant entre 8,1 et un

maximum de 9,8 avec une moyenne calculée de 9.1 et un pH initial de 9,5.
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Figure 111.12: Evolution du pH durant la période de la culture

Le pH du milieu de culture varie proportionnellement en fonction de sa teneur en carbonates et
bicarbonates (dans notre cas en natron utilisé comme source de carbone) et varie

proportionnellement en fonction de la photosynthese (FOX, 1999).

De ce fait, le pH dans des conditions de culture optimale a tendance a augmenter jusqu’a atteindre
une valeur de 11,0 qui signifie que la culture est limitée en carbone et qu’il faut en rajouter le milieu

de culture. Cependant, dans notre cas, le pH initial de la culture étant de 9,5 ; ce dernier a demeuré
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plus au moins stable jusqu’au 17°™ jour expérimental ou une valeur de 9,8 a été enregistrée (Figure
111.12).

Les valeurs du pH ont ensuite diminué progressivement jusqu’a atteindre la valeur minimale de 8,1

au 62°™ jour.

Ces résultats peuvent-étre expliqués en premier lieu, par la formation de grumeaux suite a la perte

d’une partie (70%) de la spiruline.

De ce fait, cette perte a un effet considérable sur la vitesse de photosynthése qui a
vraisemblablement diminuée engendrant une diminution de consommation du carbone apporté par
le natron. Sans compter, ’apport supplémentaire de carbone par le biais des échanges entre le

milieu de culture et I’air.

Par conséquent, la combinaison de ces facteurs a diminu¢ le pH au lieu de I’augmenter. Une autre
hypothése peut également expliquer cette baisse de pH : une part des éléments nutritifs, entre autre
le natron, ont été insolubles et se sont déposés au fond de I’aquarium. Selon JOURDAN (2013), les
boues sont un mélange de minéraux insolubles (carbonates et/ou phosphates), de produits de
décomposition de spirulines detruites (contenant de la chlorophylle-a et surtout des caroténoides qui

donnent aux boues une couleur brune caractéristique).

Les 20 derniers jours de la culture (J64) ont montré une augmentation relative de pH atteignant la
valeur initialement enregistrée (9,5). Ceci peut étre expliqué par une reprise de consommation du
carbone et la présence d’une flore contaminante qui détournait en sa faveur la consommation des

nutriments du milieu de culture, préalablement étaient destinés a la croissance de la spiruline.

4 Suivi des parametres biométriques

Le suivi des paramétres biométriques d’une culture de microalgues renseigne sur sa croissance et sa

productivité.
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4.1 Concentration
2.5 -

15 -

Concentration, g/|
[N

0.5

o
1

1 9 17 24 31 38 45 51 58 65 72 79 88

Jours

Figure 111.13 : Evolution de la concentration de la spiruline en fonction des jours

Etant donné que la densité optique (DO) a été mesurée une fois par semaine, les valeurs de la
concentration donnée en g/l sont calculées en se référant aux résultats de ZARROUK (1966), qui

stipulent qu’une unité de DO correspond a 0,7 g/l de spiruline.

D’apres la Figure 111.13, a premiére vue, une importante fluctuation de valeurs de la concentration
de la spiruline entre le début de I’ensemencement (J1) et le reste de la période expérimentale est

observée.

Le démarrage de la culture s’est fait a partir d’'une concentration en spiruline de 2,4g/l. Une semaine
apres, cette concentration s’est réduite au quart atteignant une valeur minimale de 0,4g/l pour
reprendre & partir de la 7°™ semaine (J51) avec une valeur de 1,26g/l quasi constante jusqu’a la fin

de I’essai.

4.2 Nombre de filaments

Le nombre de filaments a été calculé a 1’aide d’une cellule de Malassez. Cette derniére donne une
estimation plus précise de la concentration et la croissance de spiruline surtout en présence de

contaminants.
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Figure 111.14 : Evolution du nombre des filaments de spiruline dans la culture

La Figure 111.14 montre la variation du nombre de cellules/ml de milieu de culture durant la

période expérimentale.

Le nombre de cellules initiales était de 158 x 10° cellules/ml. Une semaine aprés (J9), ce dernier a
chuté jusqu’a une valeur de 50 x 10° cellules/ml. Une augmentation a été enregistrée la 8°™®
semaine (J51) atteignant une valeur de 101 x 10° cellules/ml. Le nombre de filaments calculés

durant le reste de I’expérience ont témoigné d’une baisse brutale jusqu’a une valeur nulle.

La Figure I11.15 met en avant I’évolution de la concentration de la spiruline et le nombre de
filaments d’A.platensis en fonction des jours. Durant les 7 premieres semaines correspondant au 1°'

et 2°™ ensemencement (J1 et J51), I’évolution de ces deux paramétres était réguliére.

Le pic de température enregistré au J4 était a I’origine de la chute des valeurs de la concentration en
spiruline et le nombre de filaments. Ces derniers ont légerement augmenté par la suite (J11)
témoignant une éventuelle régénération de la culture. Désormais, une baisse brutale du nombre de
filaments a été enregistrée atteignant a la fin une valeur nulle. Contrairement a la concentration qui

a gardé une cadence moyennement stable.
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De ce fait, cette différence ne peut étre expliquée que par la présence de contaminants en quantité

importante a partir de la 7™ semaine (J51) et qui sont & I’origine des concentrations mesurées.
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Figure 111.15: Evolution de la concentration de spiruline et du nombre de filaments dans la culture

5 Contaminations

Le stress thermique survenu au 4°™ jour de I’ensemencement a été accompagné par la formation
continue de grumeaux et d’un ralentissement de la croissance de la spiruline. En considérant aussi,
les variations de température (Figure 111.11) et pH plus au moins défavorables (Figure 111.12). Ces
facteurs ont induit ’envahissement de la culture par des germes microscopiques contaminants a
partir de la 2™ étape de 1’ensemencement (J20), méme si le milieu de culture était basique mais pas

assez suffisant pour protéger la spiruline de la contamination.

Les figures ci-aprés montrent les différentes observations effectuées et témoignent de la présence de
maladie et contaminants.

La figure 111.16 montre des filaments de spiruline présentant des boursouflures avec des excrétions
jaunes a leur extrémité, sur le c6té et méme sur la totalité du filament. Selon JOURDAN (2013), les

spirulines sont dites étripées. Cela peut étre causé par une attaque d’un virus cyanophage.
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Figure 111.16: Filaments d'A.platensis étripés observés sous microscope optique (Gx10x40)

Des filaments de diamétre inférieur a celui des A.platensis, incolores mais qui apparaissent parfois
verts (Figure 111.17.a) ont été observés. Selon FOX (1999), il pourrait s’agir d’une cyanobactérie
appelée « Phormidium », avec un diametre évalué & 1,5 um. Cet organisme ne montre pas de
toxicité.

L’apparition de cette cyanobactérie, dans la culture, est en relation avec la formation continue et
excessive de boues. Méme si ces derniéres ont été fréqguemment tamisées, les phormidium
présentaient une croissance exponentielle en dépit de celle des A. platensis et a fini par envahir la

culture (Figure 111.17.b).

I U Y

.‘“"

Figure 111.17: Contamination par Phormidium observé au microscope optique (Gx10x40)

D’autres observations microscopiques de contaminants sont regroupées dans I’annexe 13. Des

hypothéses ont été avancées afin de pouvoir identifier ces derniers.
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6 Filtration

Suite aux résultats précédemment exposés et expliqués, la récolte n’a pas permis d’obtenir une
quantité significative pour I’utiliser dans le reste des étapes de ’expérimentation. En définitive nous

n’avons pas pu aller au-dela de I’étape de la filtration.

-

«

Figure 111.18: Filtration de la spiruline

7 Etude comparative

Afin d’apporter plus d’informations, une comparaison des résultats exposés et expliqués
précédemment a été effectuée avec ceux obtenus par HOCINI (2017) qui a réalisé une culture de la

méme souche Htam spp. dans des conditions similaires aux nétres (Période : MAI-JUIN 2017).

La culture a été effectuée dans un aquarium en verre de 30 cm de long, 15 cm de large et 15 cm de
hauteur ayant une capacité de 6,75 L. Ce dernier a servi a I’ensemencement d’un volume de 500 ml

de spiruline Htam spp. dans le milieu de culture de M. HIRI.

La culture a été placée dans des conditions de température et de lumiere naturelles, I’agitation quant

a elle, a été assurée par une bulleuse d’aquarium.

Le suivi de la culture a été réalisé par des mesures quotidiennes des parametres physico-chimiques
(température et pH) ainsi que des mesures quotidiennes de DO a 560 nm et un dénombrement des

filaments.
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D’apres les résultats obtenus lors de cette étude, nous constatons nettement une similarité avec ceux
que nous avons obtenus : notamment les valeurs des parameétres physico-chimiques. Nous avons
remarqué que la valeur moyenne de la température lors des deux essais était significativement loin
de la valeur optimale estimée a 35°C dans des conditions favorables ce qui a engendré

probablement une baisse du potentiel hydrogéne (Tableau 111.2).

Tableau I11.1 : Tableau comparatif des valeurs moyennes des parametres physiques

Parametres )
) Température moyenne pH moyen
physiques
Culture présentée 26,5 9,5
HOCINI (2017) 21,2 9,4

Tableau I11.2 : Tableau comparatif des valeurs initiales et finales des parametres biométriques

Paramétre Concentration (g/l) Nombre de filaments/ml
biométriques Valeur initiale | Valeur finale | Valeur initiale | Valeur finale
Culture présentée 2,42 0,83 158 000 0
HOCINI (2017) 0,07 0,16 216 000 100 000

Les valeurs de températures et pH enregistrées durant les deux essais ont eu pour effet un résultat
similaire en terme de décroissance des valeurs du nombre de filaments/ml (Tableau 111.3)

atteignant une valeur nulle dans notre travail.

Ceci est di éventuellement a la contamination du milieu par d’autres microorganismes qui ont
épuisé les éléments nutritifs du milieu de culture entrainant ainsi une dégénérescence des spirulines

mises en culture.
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L’intérét accru accordé a 1’Arthrospira platensis est justifi¢é d’une part par la facilité de sa
culture, sa durée de production courte, sa haute valeur nutritive, ses bienfaits thérapeutiques;
et d’autre part par sa production respectueuse de 1’environnement (consommation réduite en

eau et énergies, absence de pesticides et engrais, etc.).

De ce fait, la culture de la spiruline est un domaine prometteur, rentable et durable, pourrait
constituer un créneau socio-économique, créateur de richesse et d'emplois ; mais qui nécessite
une bonne maitrise du cycle de la culture, renforcé par un appui technique et un

investissement dans la recherche des techniques de culture.

L’objectif de notre travail était d’effectuer un essai de culture de spiruline, qui prolifére d’une
maniéere optimale dans le sud Algérien (Hoggar, Tamanrasset) mises dans des conditions

différentes de son habitat naturel.

Pour cela, nous avons réalisé une culture au sein de la ferme expérimentale de ’TENSSMAL.
Notre essai s’est étalé sur une période de 3 mois alors qu’un cycle de production
d’A.platensis allant de I’ensemencement jusqu’a la récolte peut étre réalise en 30 jours. Nous
rappelons que 1I’ensemencement de la souche s’est fait en 3 étapes. Dans des conditions de
croissance optimales, le passage d’un ensemencement a un autre peut se faire en une semaine
en fonction de la concentration du milicu estimée au moyen d’un disque de Secchi. Cependant
dans notre cas, il nous a fallu 20 jours pour passer au 2°™ ensemencement et 27 jours pour

effectuer le 3¢,

Le ralentissement de la croissance de la spiruline jusqu’a son arrét définitif et mortalité de la
culture est a ’origine de cette longue période de culture. Ces résultats non satisfaisants ont été
causés en premier lieu par le choc thermique survenu suite au premier ensemencement qui a
induit la destruction d’une grande partie de la culture (70%) et en deuxieme lieu par la
formation continue de grumeaux qui ont favoris¢é I’apparition de contaminants. La
contamination a persisté et cela est expliqué par les conditions de température et la baisse du
pH.

Dans le cadre de la réalisation de notre étude, la maitrise des cultures de microalgues passe

par un travail rigoureux et constant afin d’assurer le bon maintien de la culture. Les résultats
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obtenus démontrent que la température et le pH sont des facteurs limitant pour la bonne

croissance et le développement de la spiruline dans un milieu contrdlé.

Il est vrai que la culture de la spiruline est relativement simple et facile mais 1’apparition de
contamination par d’autres microorganismes constitue un défi majeur pour la réussite de la
culture donc il est primordial de bien surveiller la culture et d’agir immédiatement en

présence de contamination afin de les éliminer.

Compte tenu de toutes ces données, notre travail reste préliminaire, il serait donc avantageux
de poursuivre la présente étude tout en élargissant le champ des expérimentations sur d’autres
volets tels que la maitrise de la culture dans des conditions artificielles, varier les milieux de

culture et les parametres et aussi I’étude de techniques d’extraction et de valorisation.

Suite a cette premiere expérience, nous tenons a présenter quelques recommandations que

nous jugeons utiles pour des futurs travaux :

- Conserver toujours une petite quantité de culture a I’abri (quelques litres) en guise de
sécurite ;

- Travailler avec un materiel neuf consacré uniquement a la culture de spiruline ;

- Surveiller la température et le pH de prét ;

- Méme s’il est possible de conserver le milieu de culture pour une courte durée, il est
préférable d’ensemencer avec un milieu de culture neuf pour minimiser le risque de

contamination de la culture.
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Annexe 1

La spiruline croit naturellement dans les lacs alcalins, dans le désert et a proximité des anciens
cratéres de volcans contenant du carbonate de sodium (Naz COs) ou du bicarbonate de sodium
(Na HCO:s3), d’autres minéraux et une source d’azote fixée (Fox, 1999).

La répartition naturelle de la spiruline est dépendante de celle du flamant rose nain,
Phoeniconaias minor. Ce dernier est le seul prédateur de la spiruline, mais c¢’est aussi lui qui
fournit, par I’intermédiaire de ses fientes, les éléments dont elle a besoin pour sa croissance.
Le flamant rose nain a aussi joue dans le passé un réle de vecteur aérien pour la spiruline, qui
a ainsi pu coloniser progressivement de nouveaux habitats.

La spiruline est la principale nourriture du flamant rose nain. Les rebords internes du bec de
I’oiseau contiennent de minces lamelles et des plaquettes filtrantes. Quand il bouge sa langue
d'arriére en avant, elle agit comme un piston et I'eau est repoussée hors du bec a travers les
rebords filtrants. De cette facon, les flamants ne boivent pas d'eau salée et la spiruline est
piégée dans le bec. Comme la langue posséde de nombreuses barbes épineuses sur sa surface
supérieure, elle entraine, par son action de pompe, la pate de spiruline dans le long cou vers
I’estomac. Le sel inévitablement absorbé avec la spiruline humide est excrété par les reins.

Le flamant se nourrit donc en balayant son bec de part et d’autre de 1’eau peu profonde dans
laquelle il émet aussi ses déjections. C’est ainsi que se crée un cycle de 1’azote : I’oiseau
absorbe de ’azote a travers les protéines de la spiruline et il en restitue ensuite une bonne

partie, que la spiruline utilise a son tour comme élément nutritif (FOX, 1999)

Les flamants ont pour habitude de voler sur de longues distances pour rechercher de la
nourriture, la spiruline accrochée aux écailles de leurs pattes et a leurs plumes, se trouve
transportée dans d'autres lacs alcalins ou elle a pu proliférer, donc notamment partout ou
vivent le flamant nain (Afrique et Asie) et le flamant de James, Phoenicoparrus jamesi
(Ameérique du sud) (Lee, 2001).

Annexe 2

La Spiruline se développe dans la ceinture intertropicale du globe entre la 35° latitude nord et
35° latitude Sud. En effet, elle a besoin de chaleur et de la lumiére pour réaliser la
photosynthése. Elle vit dans les eaux saumatres, milieux trés spécifiques riche en sels

minéraux composes principalement de bicarbonate ou carbonate de sodium (FOX, 1999).



Cette zone comporte :

Annexes

Tableau: Sites géographiques ou se trouve naturellement le genre Arthrospira
(SCHELDEMAN et al., 1999).

Continent

Pays

Tchad, Kenya, Tanzanie (lac Natron),

Afrique Djibouti, Ethiopie, Congo, Zambie, Algérie,
Soudan, et Tunisie.

Europe France, Corse, Espagne.

) Inde, Thailande, Myanmar, Sri Lanka,

Asie ) )

Pakistan, Chine.
. Pérou, Mexique, Uruguay, Equateur,

Amerique . L o

Californie, Haiti, République Dominicaine).
Annexe 3

Tableau : Composition minérale de la spiruline (Fox, 1999)

Eléments % du poids sec

Carbone 47

Azote 12

Phosphore 0,8
Fer 0,05
Soufre 2

Potassium 1,5
Calcium 0,13
Chlore 04
Magnésium 0,2
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Limites de concentrations admissibles pour les différents éléments dans le milieu de culture

(JOURDAN, 2013).

Les concentrations sont exprimées en mg/litre (ou ppm).

Eléments Concentrations
Nitrates 440 a 6600
Ammonium 0,3a30
Urée <50
Phosphates 0,1a300
Potassium >10
Magnésium 1a30
Sulfate > 30
Fer > 04
Calcium >0,6
Bore 0,5
Manganése 0,5
Zinc <1
Cuivre < 0,001
Molybdéne 0,01
Chrome 0,01
Nickel 0,01
Cobalt 0,01
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Salinité = 15 g-1
Eclairenent = 20 klux pH = 10.5
Agitation = 30 cnss
Basicité = .1 mol/1

4 20
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10 20 30 10 Température, °C

Figure : Vitesse photosynthése de la spiruline en fonction de la température
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(ZARROUK, 1966)

Salinité = 15 g-1

Eclairement = 15 klux

Agitation = 20 cn/s
Temperature = 35 °C Basicité = .1 mol/1

1 Il

4 20
Photosynthése,
g/12hr/n? |

115

110

15

9.5 10 10.5 11 pH

Figure : Vitesse de photosynthése de la spiruline en fonction du pH (ZARROUK, 1966)
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pH = 10.4 ] 20
Salinité = 15 g1 i
Agitation = 25 cm/s
Basicité = .1 mol/l 7]
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gs12hr/n? |
Temperature = 30 °C 115
M
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Figure : Vitesse photosynthese de la spiruline en fonction de 1’éclairement
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(ZARROUK, 1966)

pH = 1@ 4 20
Température = 30 *C |
Eclairement = 30 klux

Basicité = .1 molrl T
Agitation = 20 cass Photosynthése,

g-12hr/m® |

10

&0 Jo 40

Salinité, g1

Figure : Vitesse de photosynthése de la spiruline en fonction de la salinité du milieu

(ZARROUK, 1966)
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Composition approximative de la spiruline en éléments nutritionnels :

Composant (%) en poids
Protéines 65
Glucides 15
Minéraux 7
Lipides 6
Fibres 2
Eau 5
Contenu énergique 5000

Tableau : Composition de la spiruline en protéines

Acides aminés

Concentration (g/kg)

Alanine 6
Arginine 91
Aspartique 32
Cystine 10
Glutamique 35
Glycine 54
Histidine 29
Isoleucine 14
Leucin 28
Lysine 27
Tyrosine 32
Phénylalanine 32
Proline 9
Sérine 30
Thréonin 40
Tryptophane 47
Valine 61
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Tableau : Composition de la spiruline en lipides

Acides Concentration (g/kg)
Linoléique 8
Gamma-linolénique (AGL ou GLA) 10
Alpha-linolénique (ALA) 0

Annexes

Il ne doit pas y avoir d’acide alpha-linolénique (ALA) : s’il y en a c’est que la spiruline est

contaminée par une autre cyanobactérie.

Tableau : Composition de la spiruline en vitamines

Vitamines Concentration (mg/kg)
Béta-caroténe 1400
E (Tocophérol) 100
B1 (Thiamine) 35
B2 (Riboflavine) 40
B3 ou PP (Niacine) 140
B8 ou H (Biotine) 1
B12 (Cobalamine) 5
B5 (Acide pantothénique) 3,2
Inositol 640
K (Phylloquinone) 20

Tableau : Composition de la spiruline en pigments

Pigments Concentration (g/kg)
Phycocyanine 150
Chlorophylle a 11

Caroténoides

3,7 (dont bétacaroténe = 1,4)
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Tableau : Composition de spiruline en minéraux

Composant Concentration (mg/kg)
Chrome 3
Calcium 10000
Cuivre 12
Fer 1500
Magnésium 3000
Manganése 30
Phosphore 8000
Potassium 14000

Sodium 4000
Zinc 30

Annexe 10

La spiruline secrete un exopolysaccharide sulfaté (EPS). L’EPS a bas poids moléculaire est
peu a peu reliché dans le milieu de culture ou il se dissout d’abord puis polymérisé
progressivement en micelles de plus en plus grosses, puis en peaux ou grumeaux jaune-bruns
de taille variable, microscopiques (visibles au microscope apres coloration du milieu a I’encre
de Chine, I’EPS ne se colorant pas) ou méme visibles a 1’ceil nu; quand le milieu se concentre

en EPS, sa solubilité diminue et une gaine d’EPS se forme a la surface externe des spirulines.

La production normale d’EPS a bas pH et sous forte lumiére est de I’ordre de 30% de celle de

la spiruline, mais il semble se former encore de I’EPS a des pH tres élevés ; s’il y a carence

d’azote, la photosynthése produit exclusivement de I’EPS (CORNET, 1992).

Il est évident qu’une production forte d’EPS est génante, non seulement parce que c’est une
perte de rendement, mais parce qu’elle salit le milieu de culture et conduit a des difficultés de

récolte.

Les peaux d’EPS peuvent étre confondues avec des amas d’algues étrangéres comme la
microcystis tres toxiques, d’ou nécessité de faire des tests de toxicité en cas de doute, bien que

nous n’ayons jamais vu de cas de toxicité avérée.
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Le milieu de culture Zarrouk contient tous les éléments nutritifs nécessaires a la croissance

d’Arthrospira platensis a des concentrations bien supérieures aux besoins de 1’algue

(ZARROUK, 1966).

Tableau : Composition du milieu de culture ZARROUK (g/l)

Composants Quantité
NaHCO3(Hydrogenocarbonate de sodium) 16,8
K2HPO4(Phosphate dipotassique) 0,5
NaNO3(Nitrate de sodium) 2,5
K2So4(Sulfate de potassium) 1
NaCl(Chlorure de sodium) 1
MgS04, 7TH20(Sulfate de magnésium, cristallin 0,2
CaCl2(Chlorure de sodium) 0,04
FeSO4, 7TH20 (Sulfate ferreux, cristallin) 0,01
EDTA(Acide éthyléne diaminotétracétique) 0,08
Solutions A5 1
Solution B6 1

Tableau : Composition de la solution A5 en (g/l)

Composants Quantité
H3BO3 2,86
MnCI2, 4H20 1,81
H202ZnS04, 0,222
CuS04, 5H20 0,079
MoO3 0,015




Tableau : Composition de la solution B6(g/l)

Composants Quantiteé (g/l)
NH4V03 0,02296
K2Cr2(S04)4, 24 H20 0,096
NiSO4, 7 H20 0,04785
Na2Wwo04, 2 H20 0,01794
Ti2(S04)3 0,04
Co(NO3)2, 6 H20 0,04398

Annexe 12
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Le comptage ou numération cellulaire d’un milieu liquide consiste a déterminer le nombre de

cellules contenu dans ce milieu. Le comptage se fait a partir d’un échantillon (volume précis).

Puis le nombre obtenu est extrapolé au volume total pour estimer la concentration.

Les cellules de numération de Malassez, Nageotte ou Neubaeur sont les plus utilisées en

raison de leur grand volume. Plusieurs comptages sont effectués sur différentes lames, la

moyenne et 1’écart-type sont ensuite calculés pour déterminer la concentration en biomasse.

Cette technique nécessite d’avoir des échantillons bien homogénéisés et dilués.

La cellule Malassez a été inventée par Louis-Charles-Malassez, c¢’est un hématimetre qui

permet de compter le nombre de cellules en suspension dans une solution. Il s’agit d’une lame

en verre sur laquelle un quadrillage de 100 rectangles est gravé dont 25 contenant 20 petits

carrés.
Volume du quadrillage total : 1 p |
Dimension d’une bande :

- Longueur : 2,5 mm
- Largeur:2mm

- Hauteur (ou profondeur) : 0,20mm
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Figure : Schéma de la zone de comptage d’une cellule Malassez
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Tableau: Hypothéses d'identification de contaminants

Hypothéses Photos

Diatomée naviculas

Diatomée centrale

Prorocentrum
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Appendiculaire

Copépode

D’autres observations microscopiques d’une microflore non identifiée responsables de la

dégradation de 1’état de la culture de spiruline ont été photographiées.

T s Lo, ‘§
% 7 IR

Figure: Microflore non identifiée



Résumé

Le manque et la dégradation des terres arables avec la pénurie d'eau a cause de la pression
anthropique sont des probléemes majeurs de la production agricole. La culture des
microalgues telle que la spiruline ou Arthrospira platensis se présente comme étant une
solution d’avenir, cela est justifié d’une part par la facilit¢ de sa culture, sa durée de
production courte, sa haute valeur nutritive, ses bienfaits thérapeutiques; et d’autre part par sa
production respectueuse de I’environnement (réduction des surfaces de culture,

consommation réduite en eau et énergies, absence de pesticides et engrais, etc.).

La spiruline, une cyanobactérie, est une algue bleue. Elle est considérée comme une source
alimentaire de haute qualité nutritive, en raison notamment de sa haute digestibilité, sa teneur
élevée en proteéines (70%) et particulierement en phycocyanine et sa richesse en vitamines et

en acides gras insatures.

A travers notre travail, nous avons essayé de reproduire les conditions naturelles optimales
nécessaires a la croissance de la spiruline pour pouvoir la cultiver. La souche utilisée dans
cette expérimentation est la spiruline FOXBEHATAM (Htam spp.) qui prolifére d’une

maniére optimale dans le sud Algérien dans le massif cristallin du Hoggar a Tamanrasset.

Les résultats obtenus démontrent que la température et le pH sont des facteurs limitant pour la
bonne croissance et le développement de la spiruline dans un milieu contrdlé ajouté a cela la
principale préoccupation qui pourrait altérer la sécurité de l'utilisation de la spiruline : le

risque de contamination par d'autres microalgues ou par des larves et des insectes.

Mots clés : Spiruline, Arthrospira platensis, culture de spiruline.
wadlal)

8 Lanat N JSUE) (e 5 i) Jmieacall Cnns slsall 5 03 il ) Ay 30 dallall sl Y1 )iy (i yiiny
Lo 138 5 ¢ Jtnall JaS Lgads GupnastiDly | jams s 5551 F Ll g jaas Jie 488201 Clladall g1 ) Sl 2085 el 50 zLlay)
L}AJQIL);M\L%JS\)QJsz\,ﬂu\:\:ﬁ\lﬂ\w‘gcﬁﬁ\)ﬁmﬂ\cw‘g\ ‘t\JJhY\WHM@;U@UwaJﬂ
Cilasse s s ade ¢ A8 5 obuall eDlgiusl Qs ¢ de ) 3l Cilalise Jli) Ll Goaall Lealsl) IMS e Al 4als

() ¢ Baanll 5 lE)

o) gina g Aallall daaa AL o Lo Y ¢ dalle 44013 Baga g3 ¢l2e )M)MGGJJJLAL‘;%LI:\S}).UM

Aasiall e duaall Galeal)y cilinelills slie 5 il Sl Aali 5 (707) sl (e Sl



ALl i) )3 e 8l 0 oSl Ll gyl sl da 300 Tl dgmadall (a5 plall 23] ke ) Wlgla ¢ Lilee DS (g
ALl ALY 8 ) el gin A SSE Ay FOXBEHATAM (Htam spp). s sl sda 8 deaiial)
ol ylad B 88

Dshais el saill e an3 Jal se b A sanll Aa 5055l all da o of Legle J seanll 5 3l iliil) e g3

L g el aladi) Al e i of (S A at U Je Ll Gy ) ddla) ¢ 4006 5l Aaals Ay 3 L g puad)
)y 8 ) Gk e ) gAY ASdall (lladally Gl jlad

Mg o )l ¢ Gt a1 ¢ Ll g joans 1 Apalibal) el

Abstract

Lack and degradation of arable land along with water scarcity due to anthropogenic pressure
are major problems in agricultural production. The culture of microalgae such as spirulina or
Arthrospira platensis presents itself as a solution for the future, this is justified on the one
hand by the ease of its culture, its short production time, its high nutritional value, its
therapeutic benefits; and on the other hand by its environmentally friendly production
(reduction of cultivation areas, reduced consumption of water and energy, absence of
pesticides and fertilizers, etc.).

Spirulina, a cyanobacterium, is a blue algae. It is considered a food source of high nutritional
quality, particularly because of its high digestibility, its high protein content (70%) and
particularly phycocyanin and its richness in vitamins and unsaturated fatty acids.

Through our work, we have tried to reproduce the optimal natural conditions necessary for the
growth of spirulina to be able to cultivate it. The strain used in this experiment is
FOXBEHATAM spirulina (Htam spp.) Which proliferates optimally in southern Algeria in
the crystalline massif of Hoggar in Tamanrasset.

The results obtained demonstrate that the temperature and the pH are limiting factors for the
good growth and development of spirulina in a controlled environment, added to this the main
concern that could affect the safety of the use of spirulina: the risk of contamination by other

microalgae or by larvae and insects.

Keywords: Spirulina, Arthrospira platensis, spirulina culture.
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