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Introduction

Les micro-algues sont-des organismes qui ont un rfle primordial aussi bien dans les eaux
douces qu’en milieu marin, car elles constituent le premier maillon de la chaine alimentaire

dont I’établissement conditionne 1’équilibre biologique aquatique.

Elles se présentent sous forme de cellules microscopiques autotrophes isolées ou réunies en
chaines dont la taille varie de 0,2 & 100 microns, possédant normalement de la chlorophylle

dans toutes leurs cellules et croissant dans le milieu aquatique ou dans un milieu trés humide.

Il est relativement aisé en faisant appel a deux critéres, coloration et réserve cellulaire, de

diviser les algues en; Cyanophytes, Rodophytes, Chromophytes, Chlorophytes.

La production de ces micro algues répond a la demande alimentaire des larves de bivalves, et
de pénéidés. Elle permet aussi le développement de culture de rotiféres (ENDINEAU et coll,
1989).

Compte tenu de leurs richesse en substances diverses,et leurs composition particuli¢rement
intéressante si on la compare a la graine de soja dont la richesse et connue, ont ici un large
marche, il faut remarquer que la productivités des micro algues par unit¢ de surface et de
temps est beaucoup plus élevée que celle des production agricoles traditionnelles surtout en
pays chaud , et que ces cultures peuvent étre installées dans des zones agricoles peu fertiles ou
dans des zones désertique proches d’eaux marines (BARNABE, 1991).

L'algoculture consiste en la production de micro algues dans des conditions contrblées et
maitrisées la culture nécessite des connaissances en fermentation. Le principe de culture est le
méme que pour des bactéries, levures, moisissures...; ce sont juste les compositions des

milieux et les conditions de culture qui varient (Document anonyme ISMAL).



Introduction

L aquaculture extensive peut d’ailleurs &tre considérée comme un cas particulier de ce type de
production puisque les micro-algues constituent le point de départ de ce processus. L’effet
positif de I’incorporation de micro algues fraiches (Spiruline) dans la ration alimentaire des
poissons, a d’ailleurs été démontre : 70% d’algues permettent une croissance du Tilapia
identique a celle obtenue a 1’aide de farine de Hareng (BECHAGRA. A et al, 1997).

L’objectif vise par notre travail consiste a2 maitriser :
- Identification des principales micro-algues utilisées en aquaculture.

- Les conditions générales de culture.
- Les techniques de culture de contréle du développement algales de récolte et de distribution.
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Description des principales micro-algues utilise en aquaculture

Certaines conditions doivent étre remplies pour qu’une espéce soit considérée comme une

bonne source alimentaire parmi :

° La taille des cellules algales est un paramétre limitant a titre d’exemple : Le faible
diamétre de la bouche et de ’cesophage des larves de bivalves empéche Pingestion des
particules de plus de 10 micron (BECHAGRA.A et al, 1997), cependant la taille la plus

recommandable est de : 2 — 10 micrométre.

. La facilite d’élevage et un bon rendement sont aussi des facteurs trés importants.
. Le faible cofit énergétique, main d’ceuvre, matériel et structures.

. Digestibilité : Dans ce cas, la présence et 1’épaisseur de paroi cellulaire sont des
facteurs importants. ‘

. Des métabolites toxiques sont produits par certaines algues, elles ne peuvent étre
utilisées comme aliment.

. Les micro-algues doivent fournir aux larves les carbohydrates, protéines, lipides et
vitamines indispensables & leur bonne croissance.

. La mobilité n'est pas essentielle mais recommandation car certaines espéces en
culture ont tendance a se sédimenter (in MEKKID et YAHIA-CHEIKH ,1994).
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On citera si dessous quelques exemples :

1- Systématique et morphologie :

Tableau 1 : Quelques exemples d’algues marines

Systématique Morphologie Taille

Embranchement :Chromophycophyte
Classe :Diatomophycées

Sous- classe : Centrophycidées
Ordre :Coscinodiscales

Famille : Coscinodiscaceae

Genre :Skeletonema

Espéce :Skeletonema costatum

3H+5pn

Embranchement :Chlorophyte
Classe :Euchlorophycées
Ordre : Volvocales

Famille : Polyblépharidaceae
Genre :Dunaliella

Espéce :Dunaliella salina

Embranchement :Chloropytes
Classe :Euchlorophycées

Ordre :Chlorococales

Famille : Coccomyxaceae
Genre : Diogenes(=Nannchloris)
Espéce :Nannochloris sp

1-2p

Bourrelly P. (1985). Vol 1, 2, 3.
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Systématique Morphologie Taille

Embranchement :Chromophycophyte
Classe :Diatomophycées

Sous- classe : Centrophycidées
Ordre :Coscinodiscales

Famille : Coscinodiscaceae

20+10 n

Genre :Talassiosira

Espéce :Talassiosira pseudonana

Embranchement :chlorophyte
Classe :parasinophycée
Sous-classe :chlorophycidae
Ordre :Pyraminonadale

Famille :pyraminonaceae

5+7pn

Genre :tetraselmis

Espece :Tetraselmis suecica (kylin) Butch

Embranchement :Chromophycophyte
Classe :Diatomophycées

Sous- classe : Centrophycidées
Ordre :Biddlphiales

Famille : Chaetocéraceae

Genre :Chaetoceros

23 pn

Espéce : Chaetoceros calcitrans

Bourrelly P. (1985). Vol 1, 2, 3.
Image : Internet




Description des principales micro-algues utilise en aquaculture

Tableau 2 : Quelques exemples d’algues d’eau douce

Systématique Morphologie Taille

Embranchement : Cyanophyte
Classe : Cyanophycées

Ordre : Nostocales

Famille : Oscillatoriaceae
Genre : Spirulina

Espéce : Spirulina plasentis

35-50 p

Embanchement :Chlorophytes
Classe : Euchlorophycees
Ordre : Chlorococcales
Famille :Oocystaceae

Genre :Chlorella

Especes :Chlorella sp

1-3p

Embanchement :
Chlorophycophyte

Classe : Chlorophycées
Sous-classe : Chlorophycidae
Ordre : Volvocales

Famille :Chlamydomonadaceae
Genre :Chlamydomonas

Especes :Chlamydomona

1525 p

Embanchement :
Chlorophycophyte

Classe : Chlorophycées
Sous-classe : Chlorophycidae
Ordre : Chlorococcales

Famille :Scenedesmaceae

Genre :Scenedesmus

Especes :Scenedesmus sp

Bourrelly P. (1985). Vol 1, 2, 3.
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2- Valeur alimentaire :

Les protéines, les hydrates de carbone et les lipides sont les constituants principaux des

algues cultivées.

La valeur nutritive d’une algue est fonction de sa composition chimique, celle-ci étant
variable d’une espéces a I’autre (voir Tableau 3 si dessous) (AUDINEAU et coll, 1986).

La valeur alimentaire des espéces peut changer selon I’age et méme les bonnes especes

peuvent devenir toxiques a cause d’un développement bactérien.

11 est noter que les especes de trés bonne qualité nutritionnelle sont fragiles en culture (in
MEKKID et YAHIA-CHEIKH ,1994),

Tableau 3: Analyse en pourcentage du poids sec, de différentes espéces d’algues

unicellulaires.
Hydrates de
Espéces Protéines I T— Lipides | Pigments | Cendres

Skeletonema costatum 37 20,8 47 1,8 39.0
Dunaliella salina 57 31,6 6.4 3.0 7,6
Phaeodactylum tricornutum 33 240 6.6 29 7.6
Tetraselmis sp 37 20,8 47 1,8 39,0
Chaetocero sp 35 6,6 6.9 1.5 28,0
Spirulina platensis 70 18,0 8 1,0 3,0
Chlorella sp 45-50 30-35 10 - 3-4
Snedesmus sp 50-60 12-14 4-8 - 6-8
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Conditions générales de culture

Pour pouvoir offrir aux micro algues un milieu qui leurs convienne parfaitement, il faut étre
au courant des conditions qui existent dans leur habitat naturelle, il faut donc réaliser un
environnement physico-chimique qui favorise la croissance et la production (in MEKKID et
YAHIA-CHEIKH ,1994).

1) La thermorégulation :

Les résultats obtenus par de nombreux auteurs montrent que I’on observe une lente
augmentation du taux de croissance de la culture avec la température, un optimum spécifique,

et une décroissance linéaire de la production avant son effondrement.

La plage des températures utilisable va de 5 a 40 ° mais la majorité¢ des cultures sont réalisées
entre 10 et 30° (BARNABE, 1991).

Pour assurée la régulation thermique, une climatisation suffisamment puissante est nécessaire
pour pallier le dégagement thermique di a 1’éclairage et maintenir une température moyenne

qui satisfait les exigences des especes cultivées (AUDINEAU et coll, 1986).

2) La lumiére :

Elle peut étre assurée
e naturellement : éclairement solaire direct mais on devient alors trés dépendant des
variations climatiques (in HADJADJI .N er al, 2002)
o artificiellement : la lumiére artificielle est préférée a la lumiére solaire (in

BECHAGRA.A et al, 1997).

Les cultures sont maintenues sous un éclairage de tubes fluorescents de 40 et 60 watts placés
verticalement .Les tubes utilises sont de type " blanc industrie " (AUDINEAU et coll, 1986)
L intensité lumineuse préférable pour I’ensemble des espéces cultivées est comprise entre :
e 4750 et 5250 lux (in BECHAGRA. A et al, 1997)
e 3500 lux pour les travaux physiologiques et 1000 lux pour la conservation des souches
(FIALA-1978)
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e 3000 LUX et 5000 lux (in BECHAGRA. A et al, 1997)
e 3500 et 5000 lux (AUDINEAU et coll, 1986)

Les espéces du phytoplancton cultivées habituellement se développent trés normalement avec
une illumination constante (in MEKKID et YAHIA-CHEIKH ,1994) et pour obtenir une
production maximale 1’énergie lumineuse est fournie 24/24 heure (AUDINEAU et coll,
1986).

3) L’aération :

L’air surpressé est insufflé 4 une pression de 0,4 bars, ce qui permet 1’agitation du milieu pour
le maintien des micro algues en suspension .On y adjoint 2 4 3% de gaz carbonique
(AUDINEAU et COL, 1986) qui :
- Est indispensable au processus de photosynthese (in MEKKID et YAHIA-CHEIKH
,1994) et pour obtenir des concentration importantes (AUDINEAU et coll, 1986).
- Mis en solution va réagir avec 1’eau pour donner de I’acide carbonique puis s’ioniser
pour donner du bicarbonate qui stabilisera le pH (CO2 + H20+~H2CO3<~HCO3~
+H+), qui a tendance a augmenté (de 7,5 & 9) ce qui limite la croissance.

- Assure ’approvisionnement en carbone inorganique (AUDINEAU et coll, 1986).

4) Les éléments nutritifs majeur :

C’est un facteur limitant du taux de croissance .En culture on essaie de maintenir la
concentration de sels nutritifs au-dessus du seuil optimal par un excés d’apport, afin d’utiliser

au mieux 1’énergie lumineuse.

Les teneurs en sels nutritifs utilisées en culture sont bien supérieures & celles que 1’on
rencontre en milieu naturel. Cette teneur est calculée en fonction de la vitesse d’absorption
des micro algues qui dépend du taux de croissance de la population (lui-méme régule par
I’ensemble des facteurs environnementaux (BERNABE, 1991).

Les éléments nutritifs majeurs sont :

-Azote : qui est assimile sous forme de N.NH4.

-Phosphate : est employé sous forme de Na H2PO4.
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-La silice : pour les diatomées, elle est apportée sous forme de Na SIO3.
-Micro- éléments inorganiques : sous forme de sels (chlorure de sulfate)
- Les principaux métaux utilises sont le fer, le cuivre, la manganése, le molybdéne, le zinc.

-Micro-éléments organiques :

Trois vitamines sont généralement employées :

La cyanocobalamine B12
La thiamine Bi
La biotine

Les vitamines sont stérilisées par filtration car elles sont détruites 4 la chaleur .Elles doivent
étre conservées a abri de la lumiére et au frigidaire (AUDINEAU et coll, 1986).

5) Milieun de culfure :

11 existe plusieurs milieux de cultures destinées 4 Ia culture de micro algues. Si on veut avoir

un développement abondant lors d’une culture de micro algues.

11 est nécessaire de préparer les milieux de culture avec le plus grand soin possible (in
MEKXID et YAHIA-CHEIKH ,1994). Les réactifs utilisés pour la préparation des milieux
doivent étres de pureté analytique reconnue, deux types de milieux peuvent &tre utilisé :

a- Milieu 3 base d’eau de mer enrichie :
L’eau de mer utilisée doit étre recueillie de préférence loin des cotes, et ce pour éviter toute

source de contamination biologique ou chimique.

L’eau de mer ayant généralement des teneurs trés faibles en éléments nutritifs, il est
indispensable de I’enrichir pour permettre un bon développement des espéces cultivées.

3 types d’éléments sont rajoutes :

-Les sels nutritifs majeurs

-Les oligoéléments métalliques

-Les facteurs de croissance
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b- Milieux synthétiques :

La préparation et I’utilisation d’eau de mer ou d’eau douce reconstituée est possible a petite
échelle, celle-ci est préparée avec de I'eau distillée a laquelle on rajoute les constituants
majeurs d’eau douce ou eau de mer, a savoir NaCl, les sels de Mg, K et Ca (Ca sous forme de
Cacl), I'iode sous forme de NaCl, le brome sous forme de NaBr ainsi que les éléments
d’enrichissement inorganiques et organiques déja cités. Cependant, cette méthode est trop
couteuse .D’apres M. FIALA, 1979.

On cite comme exemple deux milieux de culture :

¢ Milieu d’eau douce : Meyer (Meyer, 1947) d’aprés Venkataraman G.S, 1969

Nitrate de potassium (kno3) 1,21g/
Sulfate de Magnesium (MgSO4, 7H20) 2,46g /1
Phosphate dipotassique (K2HPO4) 1,23g/1
Sulfate de fer (Fe2 (SO4)3) 0,052¢/1
Citrate de sodium (Na3C6H507, 2H20) 0,195g/1
Eau distillée 1000ml

e Milieu d’eau de mer : Erdschreider (Mc LACHLAN-1973)

Na NO3 1,18-2,35 mm/]
Na2 HPO4 56-140 pm/l
Extrait de sol 50ml

Eau de mer 1000ml

[ls existent d’autres milieux de cultures (Voir annexe I).
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Techniques de culture

1) Isolement des souches :

L’isolement des cellules permet d’obtenir des cultures monospécifiques. Il est conseille
d’utiliser des cultures en phase de croissance exponentielle (courbe de croissance Figl)
c’est —adire composées de cellules jeunes ayant un bon potentiel de multiplication
(BECHAGRA. A et al, 1997).

CELL DENSITY
2

INCURATION PERIOD

Figl : Courbe de développement des micro-algues
Les différentes phases du développement algal ;

1. Phase de lafence :

Elle correspond a [’adaptation au nouvelles conditions de culture, cette phase peut &tre trés
courte (moins de 24h) (LE BORGNE ,1986). Plus la culture est dgée, plus la phase de
latence est longue d’ou la nécessité de repiqué la souche pendant la phase exponentielle
(HELM et coll, 1979).

10
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2. Phase exponentielle :

En cette phase, la croissance est la plus active ou les cellules se divisent dans un temps
caractéristiques, appelé "Temps de division". Le développement de Ia population est exprimé

par un taux de croissance de la forme :

N1 = No exp (Kext)

Ou : N1 : le nombre de cellule au temps t1.

NO : les nombre de cellule au temps 10.

Ke : la constante de croissance.

Avec t=ti-to

Ln Ni-La No

Ke=

fr = to
(FIALA, 1978)

3 et 4. Phase stationnaire :
Une phase ou le nombre de cellule ne varie pratiquement pas, il peut y avoir une modification
chimique de contenu cellulaire par suite de vieillissement. Cette phase peut durer plusieurs

semaines s’il n’y a pas de contamination. (LE BORGNE, 1986)

5. Phase létale :

Apreés un arrét total des divisions cellulaires ; les cellules qui meurent ne sont pas remplacées
(FERNANDEZ-REIRIZ et Coll, 1989)

Le choix des algues dans le milieu naturel est déterminant. Trois méthodes d’isolement sont
généralement utilisées. (AUDINEAU et coll, 1986)

11
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1.1) Isolement en milieu liquide :

Cette méthode convient principalement aux cellules assez grosses.

A partir d’un échantillon observe au microscope on peut prélever une goutte du milieu
contenant parmi, d’autres la culture recherchée répétant cette opération, plusieurs fois on
arrive a isoler, une goutte uni algale, (LE BORGNE, 1973) a I’aide d’une fine pipette pasteur

et introduites dans un tube a essai contenant le milieu de culture.

Une stérilisation de la souche sera effectuée ultérieurement par traitement antibiotique
(AUDINEAU et coll, 1986).

1.2) Isolement en milien solide :

On utilise des boites de pétri remplies de gélose et enrichies en milieu de culture
(AUDINEAU, 1986), ou Agar de 1 2 1,5 % (FIALA, 1978) on étale sur la gélose a ’aide
d’une anse de platine, une goutte contenant des cellules algales (in BECHAGRA.A et al,
1997).

Un premier développement apparait. On préléve & nouvean quelques cellules qu’on étale sur
une nouvelle boite de pétri .L’opération peut-&tre reproduite plusieurs fois (AUDINEAU et

coll, 1986), en choisissant parmi les colonies qui se développent celles qui correspondent a la
micro algue recherché (LE BORGNE, 1986), jusqud Pobtention d’un développement
d’algues monospecifique(AUDINEAU et coll,1986).

12
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Exemple :

L’opération peut-gtre reproduite plusieurs fois
I I

boite de
/ petri
Ly =4 —0O—
inoculation premier prélevement de
des souches developpement  la micro-algue voulue

étalement

I'obtention d'un développement
d’algues monospecifique

Fig 2: Technique d'isolement en milieu solide sur plat d'agar

1.3) Isolement par dilution :

Cette technique consiste a isoler les cellules par une succession de dilution .C’est une
méthode simple et rapide qui donne de bon résultats. La dilution peut étre de I’ordre de
1/5¢éme du volume a chaque étape .On utilise généralement des tubes a essai. En fin de

dilution on doit obtenir une cellule par tube a essai.

2) Stérilisation :

Lorsque les cultures uni algales sont développes, on cherche ensuite a éliminer des bactéries

pour rendre les cultures axéniques, on dispose pour cela de plusieurs méthodes.

On utilise généralement trois types d’antibiotiques qui permettent de découvrir tout les spectre
bactérien.

La pénicilline agit sur les Gram+

13
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La streptomicine agit sur les Gram™

Le chloramphénicol agit sur les deux.

Solution préparée a partir de certains antibiotiques :

Penicilline sulfate Smg/ml
Streptomicine 1,6mg/ml
Chloramphénicol 0,2mg/ml

La technique consiste 4 préparer 10ml d’une solution d’antibiotiques que I’on filtre a 0,3p.
On verse 6ml de culture dans six tubes numérotés. Dans le premier on ajoute 6ml de la
solution d’antibiotique, dans le deuxiéme 6ml provenant du tube n’1 (culture +antibiotiques),

et ainsi de suite ...

On ajoute une goutte de milieu organique E6 (voir annexe IT) pour augmenter I’efficacite de

la pénicilline.
On laisse incuber 24 heures a 18°C pour vérifier la stérilité de chaque tube avec le milieu E6 :
on ajoute une goutte de chacun des tubes de culture traités dans d’autres tubes contenant du

milieu E6.

Les tubes qui deviennent opaques apres quelques jours d’incubation sont ceux qui n’ont pas

été décontaminés.

REMARQUE : La stérilisation par antibiotique ne doit s’utiliser que de fagon ponctuelle afin
d’éviter toute forme de résistance au niveau bactérien (AUDINEAU et COL, 1986).

3) Entretien des souches :

3.1) principe :
Les souches doivent étre repiquées tous les quinze jours afin de les maintenir en bonne

condition. Cette durée entre chaque repiquage est idéale pour conserver des cellules jeunes

avec un bon potentiel de multiplication. Le repiquage consiste a dédoubler une souche mere

14
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Technigques de culture

pour obtenir deux souches filles. Une souche fera, au bout de quinze jours, office de souche

meére. L autre souche fille permettra une éventuelle mise en route d’une culture.
3.2) Méthode :

Les tubes servant au repiquage sont remplis de 10ml d’eau de mer enrichie ou d’eau douce sa
dépend de I’espéce, avec du milieu de culture, a raison de 1ml par litre d’eau douce ou d’eau

de mer.

IIs sont ensuite bouchés avec du coton cardé et fermés avec une feuille d’aliminium. Une
stérilisation de 1’ensemble est indispensable pour éviter toute contamination. Une petite

précipitation apparaitra aprés la stérilisation, mais celle-ci n’altere en rien la qualité du milieu.

L’apport de vitamine est fait aprés refroidissement a 1’aide d’une seringue équipée du filtre a

membrane de 0,45 a 0,22 micron (la solution vitaminique se dégrade a la chaleur).

Le repiquage s’effectuera dans la zone stérile autour de la flamme d’un bec de bunzen, et de

fagon la plus aseptique possible.

tube agé de 15jours
devenant souche mé

tube agé de H SF 15 jours SM
15 jours

—s
e q
250

(SM) er]en 500 em
souche mére \ 5F
donnant deux
souches filles SF
+10 ce
10 ce ——
20 ce

tube agé de 15 jours servant
d'inocubum pour la mise en erlen 500 em

route dune culture S
(MEREA 88)

Déroulement schematique de I'entretien des souches
et de la mise en route d'une culturs 15
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4) Mise en route d’une cnlture

4.1) Culture monoc-spécifique en petit volume :

- La culture mono-spécifique de phytoplancton en petits volumes est utilisée pour la production

intensive de larves d’invertébrés ou de vertébres marins. Cette méthode a été créée afin
d’atteindre une production élevée sur une surface limitée, ce qui demande une programmation

trés précise.

Les nombreuses recherches effectuées ont abouti progressivement a la simplification des
méthodes de culture, 3 une plus grande diversification des souches d’algues utilisées, et
surtout & un meilleur choix des espéces d’algue cultivées en fonction des conditions d’élevage

et des exigences spécifiques vis-a-vis des valeurs nutritives.

4.2) Locaux et équipement :

Les cultures de phytoplancton sont effectuées en laboratoire ou dans des locaux spécialement
aménages, disposant d’un conditionnement d’air qui maintient une température ambiante

constante.

4.3) Description des différents locaux :

- Salle de repiquage :
C’est le local ou sont effectués tous les repiquages des cultures réalisées en conditions stériles

(voir annexe III).

11 faut ici rappeler qu’on ne peut parler d’une stérilisation, dans le vrai sens du terme
(destruction totale de la population microbienne) mais plutdt d’une "désinfection préventive "
(réduction de la charge microbienne). En effet, il est fiéquent de ne pas opérer dans des
locaux stériles (de petites dimensions 3-5m? et équipes de lampes U.V.); dans quel cas on
utilise une source de chaleur (bec bunzen) pour désinfecter le matériel utilise tout en

respectant une hygiéne maximale et des méthodes correctes de travail (Voir annexe V).
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- Laboratoire :

C’est le local otl sont effectues tous les contrdles qualitatifs et quantitatifs sur les cultures
en cours. Il sera donc équipe principalement d’un microscope, outre un plan de travail
commode et un évier .Cette méme piéce pourra contenir également un aufoclave pour la
stérilisation de la verrerie, I’étuve (jusqu’a 250°C), un frigidaire pour la conservation du

milieu de culture (vitamines) et une armoire pour la verrerie

~ Salle de culture :
Les dimensions de la salle seront proportionnelles 3 la production désirée, et comme il a
déja été écrit, 1’air devra y étre conditionné (20-22°C).

D’autre part, on trouvera les étagéres ,généralement en verre ,sur lesquelles sont placés les
erlens et ballons contenant les cultures stériles et éclairées au moyen de lampes au néon
.Ces lampes sont disposées de telle maniére que les cultures soient exposées a des
intensités lumineuses d’environ 3000 lux. Les cultures du stade successif sont prévues
dans des sacs en polyéthyléne soutenus par une structure adéquate, et également éclairés

par des lampes au néon.

D’autre part, il faut y prévoir les circuits d’approvisionnement en eau et en air enrichi
d’anhydride carbonique (CO2). L’eau de mer utilisée pour les cultures est préalablement
traitée au moyen d’une filtration sur une séquence de cartouches (10,5 et 1pm) et d’une
stérilisation par lampes U.V. il est souvent nécessaire d’équiper 1’ensemble d’une petite

pompe pour augmenter la pression dans le circuit d’ean.

L’air fourni aux cultures devra étre enrichi de CO2( 2% environ) servant & ’activité de
photosynthése du phytoplancton .Le flux d’anhydride carbonique, provenant d’une
bombonne ,régle au moyen d’un pressostat, devra confluer dans le circuit de distribution
de I'air. Le CO2 doit étre mélange a 1’air avant d’arriver dans les cultures. Il faut prévoir,
au niveau  du circuit et en amont des cultures, un récipient de mélange, par turbulence,
de Iair et le CO2. En effet ,ce demier étant plus lourd que 1’air ,il pourrait passer dans le
circuit sans se mélanger correctement a I’air en faussant ainsi les dosages .Du circuit

principal, Pair sera distribu¢ aux ballons et sacs de culture au moyen de tuyaux en

plastique.
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- Terrain de culture :

La production de phytoplancton est basée sur I’induction artificielle des conditions
eutrophiques qui entraine un développement rapide, "bloom" de la population algale. Dans
ce but, on a expérimenté et individualisé différents types de culture souvent spécifiques
pour les différentes espéces élevées.

Dans un secteur de production, le terrain de culture choisi doit répondre 4 deux

conditions ;

a) avoir une composition simple,
b) permettre la croissance des différentes souches algales (le méme milieu ou avec de

trés faibles différences pour toutes les algues utilisées).

4.4) Méthodes d’utilisation :

La culture mono spécifique divisée en deux phases principales :

a)- volumes de cultures qualitatifs :
- petits volumes (éprouvettes et erlen meyer)... (243 espéces généralement).
- Garantissent la disponibilité réguliére en souches pures.
But : conserver les souches des cultures monospecifiques.

b)- volumes de culture quantitatifs :
- volume supérieur a I’erlenmyer (de 2 4 60L)

- croissance rapide et progressive

*les souches : la diversification est toujours une sécurité contre la chute brutale des cultures (2 a 3
espéces).

Exemple :

Dunaliella tertiolecta

Chlorella sp
Monochrysis lutheri

conditions d’élevage :
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- ces conditions se référent aux 3 espéces préalablement citées.
- Lat® aux alentours de 20°C et I’illumination de 500 & 1000lux.
- Le repiquage des souches se fait tous les 20 & 30 jours en tenant compte de I’état de maturite

de celle-ci.

Exemple :

Méthode pour le repiquage des souches (éprouvettes et erlenmeyer) :

a)- materiel ;
- chambre stérile.
- Eprouvettes, erlenmeyer préalablement rempli d’eau de mer et mis en autoclave et laisser
refroidir.
- Pipettes et coton hydrophobe passés a I’étuve.
- Sur la table : porte pipettes, bunzcr;, les solutions du milieu de culture papier aluminium.

b)- procédure :
- déboucher I’éprouvette contenant 1’algue et celle contenant I’ean de mer autoclavée.
- Passer les bords 4 la flamme du bunzen.
- Essuyer I’eau qui s’y trouve.
- Désinfecter.
- Quvrir avec le papier aluminium passé 3 la flamme et aisser refroidir.
- Mettre les solutions fertilisantes 4 partir de la solution préparée.
Prélever :
s 1/10ml éprouvette ___,Eprouvette.
e Imi éprouvette—rerlenmeyer.

¢ Imlerlenmyer | Erlenmeyer.

- Repasser le col 4 la flamme du benzen :
- Refermer avec papier d’aluminium ou coton
- écrire la date et I’espéce.
-  agiter réguliérement pendant le stockage.

¢)- remarque :

- les souches doivent étre maintenues en 3 exemplaires de chaque espéce et de méme date.
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- Tl faudra conserver au moins une de ces 3 éprouveties apres repiquage.

culture intensive :

- ballons de 2 a 5L, sacs en polyéthyléne de (20 & 60L).

- T°=20°C.

- L’intensité lumineuse (3000 et 6000 lux) pour les sacs de (25 a 60L).

- Oxygénation : mélange CO2 et air.

- Ladensité alguale par ml se calcule en utilisant une cellule hémocytométre.
Les ballons de 5L sont utilisés pour inoculer les volumes de 25 & 60L.

a)- fertilisation et inoculation des ballons :
matériel :
- dans }a chambre stérile.

- Ballons préalablement d’eau de mer placée en autoclave.

- Porte pipette, bunzen, les solutions, papier d’aluminium.

procédure :
- décoller le papier aluminium et le coton.

- Stériliser 4 ’aide la flamme le pourtour et I’entrée du col.

- Couvrir ’ouverture des ballons par aluminium passer 4 la flamme.

- Fertiliser les ballons en utilisant 1m1 de chaque solution par litre d’eau de mer.
- Diviser le volume d’algue dans ces ballons.

- Passer le benzen sur le col des ballons.

- Refermer avec du coton.

- Ecrire la date et I’espece.

- Porter les ballons dans la chambre de culture.

- Introduire le mélange air + CO2.

b)- fertilisation et inoculation des sacs :
- stérilisation avec rayon U.V
- remplir les sacs avec I’eau quelques heures au par avant pour permettre 4 1’eau

d’atteindre la température ambiante,

- Fertilisation : 1ml de chaque solution par litre d’eau de mer.
- Inoculer a partir d’un ballon.
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- Ecrire date et espéce.
- Introduire le mélange air+CO2.

programmation et démarrage de 1a production :

Exemple de gestion de la production de phytoplancton

Repiquage Jour Jour Jour
| 0 — 7 > 14 > 21
1 U »& U U a4
A U > U U a A
A spg U A nouvean
®11'81‘BB
U > U A
U_‘ U / L A > & @
ry > A
/ E \ - 8 > 4 @
U - A > A @
> B
s 16, »@®®
\ r A y A @
5 @ ®O®
|} Eprouvette @
A Erdenmeyer \’ [@ > Sacs en polyéthyléne
(2) Ballon(de2a1) ® |

il y’a deux ligne de culture :
A : duplication de Ia souche et conservation de celle-ci durant de longues période (3-4
semaines)

B : production et rapide augmentation de la quantité de phytoplancton.

Fig4 : Gestionde la production de phytoplancton

Lorsqu’on dispose de souche pour commencer la production, les deux lignes seront suivies
simultanément.
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A chaque nouvelle duplication de la souche (A’) correspond a une nouvelle ligne productive
(B”) qui provient ainsi d’une cuiture maintenue en condition optimales®

- chaque volume utilisé doit étre 4 son tour dupliqué*

5) Maintien d’une culture en continue :

Dans le cas de culture d’algues en volume clos, les éléments nutritifs assurent la croissance
jusqu'a leur épuisement. Quand un ou plusieurs éléments deviennent limitants, les organismes
meurent d’ou la nécessite de repiquer la culture dans un milien neuf pour en assurer la survie
in (HADJADIJI .N er al, 2002).

Une culture en continu n’est possible que si le milieu n’est pas contamine.
Pour cela les étapes précédentes auront été effectuées de fagon la plus axénique possible. En
général le maintien en culture continue ne dépasse pas trois semaines : au-dela des problémes

apparaissent soit de contamination, soit de vieillissement des cellules.

La culture en confinu consiste 2 maintenir des algues jeunes 4 une concentration importante,
c’est-a-dire de prélever chaque jour le quart de la culture (AUDINEAU et coll, 1986) et la
remplacer par une quantité équivalente d’eaun enrichie en élément nutritifs ce qui maintient un
état d’équilibre (BARNABE,1991). L’intérét de la culture en continue est d’avoir a
disposition :

o Des algues jeunes a fortes concentrations, pour ]’ensemencement

¢ Des volumes plus importants (AUDINEAU et coll, 1986).

Deux générations d’appareils de culture continue existent :
-Le Turbidostat qui permet de conserver une densité constante d’organismes en régulant
’arrivée du flux d’éléments nutritifs.

-Le Chemostat qui utilise un flux constant du milieu dans leque] un élément limitant joue
le role de régulateur. (DE BILLY, 1978).
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Contrédle de la croissance

La croissance d’une culture est généralement exprimée comme Pangmentation d’une
biomasse, d’un nombre de cellule ou d’un taux de chlorophylle par unité¢ de temps (in
BECHAGRA.A ef al, 1997)

11 est utile, voir indispensable de contrdler réguli¢rement le développement algal afin de
déterminer leur stade ou leur état physiologique, ce qui revient a déterminer la quantité des
micro algues, il existe pour cela plusieurs moyens d’évaluation quantitative des cellules dans

la culture.

Méthodes :

Les méthodes d’évaluation de croissance peuvent étre regroupées :

e En méthodes directes :

*Par comptage ou numération au compteur de particules au microscope a I’aide d’une cellule
de comptage (Hématocytométre).

*Par mesure de leur volume cellulaire aprés centrifugation, on fait passer les échantillons dans
une centrifugeuse et on mesure le volume de culot ; la mesure est facilitée si le fond des bols
de centrifugation est long et étroit (LE BORGNE, 1978).

*Par mesure du poids sec aprés centrifugation ou filtration d’un volume important, on peut
sécher I’échantillon & I’étuve ou au four puis peser son poids sec c’est une mesure précise
pour comparer les cultures entre-elles (M.FIALA, 1979), mais le processus est long et ne
permet pas un diagnostic rapide (JACQUE, 1978).

¢ En méthodes indirectes :

*Par mesure de la densité optique (Do), soit par mesure de la turbidité par photométrie ou de
la chlorophylle par un spectrophotométire (M.FIALA, 1979). qui mesure la pénétration de
radiation d’une longueur d’onde de 680 nm et 750 nm, A travers un échantillon contenu dans
une cuve en quartz. On peut établir une correspondance entre la densité optique et la
concentration cellulaire ; une variation consiste & mesurer la teneur en chlorophylle
(NEVEUX, 1978).

*Par mesure: des pigments, protéines, (ATP, CARBONE, Azote, etc....).
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Ii est souvent nécessaire de connaitre les variations du nombre de cellules. Ces numérations
nécessitent des cellules ou des chambres de comptage. Plusieurs types de celles ci existent,
chacune d’elles fournissant une précision optimale pour une taille de cellule et unme
concentration donnée (FIALA-1978, AUDINEAU et coll,1986). (Voir tableaud)

Tableu 4 ; Caractéristiques des principales cellules et cambres de comptage

Type de cellule Dimensions du quadrillage Volume
Lx1xP (mm) (ml)
Thoma 1x1x0,1 107
Agasse Lafont 1x1x0,1 10°
Neubauer et Neubauer modifié 3x3x0,1 9.10"
Mallassez 2,5x2x0,2 -10°
Fushs Rosenthal 4x4x0,2 32.10™
Agasse Lafont B 5x4x0,5 10~
Lemaur 10x10x0.,4 4,107
Nageotte 10x10x0,5 5.107
Chambres

Palmer Maloney @ 17,9%0.4 10
Sedgwich Rafter 50x20x1 1

Le comptage s’effectue sous le microscope 4 1’aide d’une cellule de profondeur connue et

dont le quadrillage défini donne un volume déterminé.

Exemple : Comptage avec cellule de Malassez

- Mode opératoire :

La méthode de comptage cellulaire sous microscope inverse a I’aide d’une cellule de
Malassez s’effectue quotidiennement, prélevant une goutte de la culture algale a I’aide d’une
pipette pasteur, stérilisée puis déposée sur la cetlule de Malassez. Les espéces mobiles sont
alors fixés par une goutte de glycérol (BECHAGRA.A et al, 1997), ou tuées avec du formol 4
10% 2 la dose de 2 A 3 gouttes pour 20m! de culture cette préparation n’est pas nécessaire
pour les algues statiques(diatomées)(AUDINEAU et coll,1986), une lameile est déposées sur
I’ensembie en évitant la formation des bulles d’air (BECHAGRA A et a/,1997).
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Pour réaliser le remplissage de la cellule, il faut :

o Humidifier les glissiéres latérales sur lesquelles va reposer la lamelle

« Déposer la lamelle sur les rebords, celle-ci doit adhérer par un "effet ventouses”

o Placer I'extrémité de la pipette sur la partie 2 contre la lamelle et délivrer par
capillarité le liquide en évitant tout débordement vers les rigoles.

* Longueur = 0,25 mm
+ Largeur = 0,20 mm
» Profondeur = 0,20 mm

Le volume total de la cellule est de
1mm3 (2,5x2x0,20)

Fig4: Cellule de Malassez

La totalité de la cellule est composée de 100 rectangles dont les dimensions sont :
Le quadnllage est donc constitué de 10 bandes verticales de 0,25 mm de large et
de 10 bandes honizontales de 0,20 mm de large formant ainsi 100 rectangles

http://www.ac-li s.fr/ MG/rtf/doc-12

- Principe de comptage :
Les cellules comptées sont localisées dans les vingt petits carrés, I’opération est répétée dix

fois sur les deux lignes médianes soit dix comptages.

Le nombre total de cellules ainsi dénombré est divise par dix pour obtenir le nombre moyen
dans chaque grille de vingt petits carrés.

La valeur obtenue est multipliée par 25, ceci correspond au nombre total de cellules contenues
dans tout le volume de la cellule de Mallassez soit 1000ml. Finalement le nombre est rapporte
au millilitre en multipliant par 1000 (BECHAGRA_ A et al,1997).
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Récoltes

La récolte se fait 4 un moment précis de la croissance, en fin de phase exponentielle ou les
" microalgues sont petites et riches en protéines (in BECHAGRA A et al, 1997)) afin d’assurer
aux consommateurs un aliment étant 4 son optimum physiologique et assurant un meilleur

facteur de conversion

Les différentes méthodes de collecte ¢

a- La centrifugation :
Il est important de savoir que toutes les cellules algales peuvent &tre centrifugées.
Centrifugation varient de 2 4 6000 tours par minute pour un débit d’un m?¥
heure(AUDINEAU et coll,1986).Basée sur Ia légére différence de densité entre les algues et
le milieu liquide, elle permet d’extraire 80 4 90% de ces végétaux, en 2 & 5 min,(BARNABE,

1986).Par exemple 100 litres de tetraselmis suecica a une conceniration de deux millions de

cellules par ml permeitent d’obtenir ,aprés centrifugation ,100g de pite humide et, aprés
passage a I’étuve a 60 C pendant quatre jours , 36g de mati¢re séche(AUDINEAU et
coll,1986).

Elle a comme avantage de maintenir le matériel vivant de facilite et rapidité d’utilisation.
Inconvénients : Elle est difficile pour certaines espéces, elle peut provoquer I’éclatement de

certains organismes.

b- L’ultrafiltration:
D’apres GILBERT BARNABE, 1986.
L’ultrafiltration sur séparateur & membrane est une solution sans doute efficace, mais

actuellement plus coiiteuse que la centrifugation.

c- Le micro tamisage :
Le micro tamisage proposé depuis longtemps par plusieurs auteurs, compte tenu des grandes

quantités de liquide que I’on peut traiter 4 faible cofit,n’apporte pas une réponse vraiment

satisfaisante.
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d- La sédimentation :
On note une trés bonne reproductibilité et une préparation facile des échantillons (in
MEKKID.A et YAHIA-CHEIKH, 1994)

e- La coagulation- flocnlation :
Les "flocs"d’algues qui se constituent au sein du milieu liquide sous I’action des additifs
comme le sulfate d’aliminium, le chlorure ferrique, la chaux et certains polyélctrolytes
,peuvent étre amenés 4 la surface par les techniques de flottation ou décantés dans un
décanteur traditionnel.

La "farine" utilisable en alimentation animale d’algues ainsi obtenue est utilisable en
alimentation animale (BERNABE, 1991). '

f- Filtre a pré-couche :
Ils sont utilises pour filtrer les levures. La pré-couche est engendré par la mise en rotation
rapide du tamis et la filtration d’une solution d’amidon & 2% au débit de 0,6 m3/m2/h,
pendant une heure. Une pré-couche de 2cm d’épaisseur est ainsi constituée. La culture est
alors filtrée et une lame décolle les algues i la surface de la pré couche. Selon Mohn (1980),
ce filtre serait le seul qui permettrait la collecte des Snedesmus a J’échelle technique.

g- Filtre a papier ¢

11 s’agit d’une extrapolation des filtres @ membrane de laboratoire.
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Conclusion

La culture des micro algues est une procédure complexe et colteuse aussi a-t-il été
envisagé de les collecter dans le milieu naturel ou elles sont parfois trés abondantes. Les
milieux les plus productifs sont , sans conteste , les systémes d’épuration des eaux usées
par lagunage ou leur production varie, suivant la latitude, de quelques tonnes a 150 tonnes

(poids sec)/ha/an, ce qui correspond a des densités de plusieurs millions de cellules/ml.

Elles constituent dans ces systémes un sous-produit gratuit de 1’épuration des eaux usées
domestique, On considére que leur abondance est due a ’action combinée de la richesse
des eaux en substances minérales et organiques (issues de la transformation par la faune
bactérienne des matiéres organiques des eaux usées) et de la pénétration de I’énergie
solaire dans ces étangs peu profonds (1 4 1,5m) qui favorisent la photosynthése
(BARNABE, 1986).

Ces approches différentes montrent cependant que 1’évolution des procédures est en train
de bouleverser les perspectives de la culture des micro algues, ce ne sont pas les seules :
(WONG et coli., 1972), ont montré que les eaux usées diluées et stérilisées pouvaient se
révéler plus efficaces que les solutions de sels minéraux et de vitamines les plus
complexes (milieu de Conway par exemple). De (Pauw et Leenheer., 1985) ont aussi
constate que de petites additions (0,1%) de fertilisant organique (lisier de porc) aux
engrais inorganiques (de type engrais agricoles) augmentaient la production algale de
20%. Les mélanges complexes de sels nutritifs peuvent aussi étre remplaces sans
inconvénient par des engrais agricoles parfois plus performants et qui coiitent 100 fois
moins cher (GONZALEZ-RODRIGUEZ et MAESTRINI, 1984). L’utilisation direct de
déchets organiques par les micro algues (les Nannochloris sont par exemple avides
d’NH4) leur a ouvert depuis longtemps un trés vaste domaine d’application, celui de

I’épuration des eaux usées, qui n’est pas sans relations avec Iaquaculture.
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Annexes:

1) Milieu de warburg pour chlorella (warburg, 1919). D’aprés Venkataraman G.S 1969

Nitrate de calcium
Nitrate de potassium
Chlorure de sodium
Phosphate dipotassique
Sulfate de magnésium
Sulfate de fer

Citrate de sodium

Eau distillée

(Ca(Nos),)

(K:HPO,)
(MgSO,, 7H;0)
(FeSO4.7H,0)
(Na3;CgHs07.2H,0)

1,00 g/
0,25 g/l
0,15 g/l
1,20 g/l
0,50 ght
0,20 g/l
0,04 g/t
1000 ml

2) Milieu de Kolkwitz (Kolkwitz, 1922). D’aprés Venkataraman G.S, 1969

Nitrate de potassium
Sulfate de calcium
Phosphate dipotassique
Sulfate de magnésium
Chlorure de fer

Eau distillée

(K2 HPOy)

0,57 g/l
0,20 g/t
0,14 g/t
0,09 g/l
0,003 g/l
1000 ml

3) Milieu de lefévre (lefévre, 1937) d’aprés Tassigny.M,1968

Phosphate dipotassique
Sulfate de magnésium
Nitrate de calcium
Nitrate de potassium
Eau distili¢e

Extrait liquide obtenu par ébullition de sphaignes : 20 ml/]
Extrait liquide obtenu par ébullition de terre : 40 ml/1

(K2 HPO,)
(MgSO, 7TH,0)

40 mg/l
30 mg/l
100 mg/l
100 mg/l
1000 ml
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4) Milieu de Graig et Telease (Graig et Telease, 1937) d’aprés Prescott G.W, 1969

Nitrate de potasstum (KNOyy

Sulfate de magnésium (MgS804 7H,0)
Phosphate dipotassique (K2 HPOy)
Sulfate de fer (FeSO,; 7TH0)
Solution d’élément mineur * -

Eau distillée -

* Elle contient par litre :

100 mg de sulfate de zinc (Zn SO4 7 H,O)

100 mg d’acide borrique (H;BO;)

150 mg de sulfate de Manganése (MnSO4 4H,0)
3 mg de sulfate de cuivre (CUSO, )

07,60 g/l
14,80 g/1
07,40 g/l
08,00 g/1
10,00 ml
1000 ml

Pour son utilisation : une partic de la solution concentrée est diluée avec 2 parties d’eau

distillée.

5) Milieu de Chu (Chu, 1942) solution nufritive numéro 12. D’aprés Soeder C.J, 1974

Eau distillée -

Nitrate de calcium (Ca(Nos))
Phosphate dipotassique (KoHPO4)
Sulfate de magnésium (MgSQ,. 7H;0)
Silicate de dispotassique (K2S104)
Chlorure de potassium (KCh
Carbonate disodique (Na2CO3)
Chlorure de fer (FeCl.6H,0)

1 ml de solution d’élément trace.

1000 ml

30,00 mg/l
05,00 mg/l
75,00 mg/l
25,00 mg/l
05,00 mg/l
20,00 mg/l
00,50 mg/1
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6) Milieu de Meyer (Meyer, 1947) d’aprés Venkataraman G.S, 1969

_ Nitrate de potassium (KNOs) 1,21 g/l
Sulfate de magnésium (MgSO4. 7TH,0) 2,46 g/l
Phosphate dipotassique (K,HPO,) 1,23 g1
Sulfate de fer (Fez (804)s3) 0,052 g/l
Citrate de sodium (Na;CsHs07.2H,0) 0,195 g/l
Eau distillée - 1000 ml

7) Milieu de Gerloff, Fitzgerald et Skoog (Gerloff, Fitzgerald et Skoog, 1950) pour algues
et vertes. D’aprés Prescott G.W, 1969

Chlorure de calcium (CaCl,.2H,0) 0,0359 g/l
Acide Citrique - 0,0030 g/l
Citrate ferrique (C¢H50; Fe, 3H,0) 0,0030 g/
Chlorure de potassium (K CD 0,0086 g/l
Chlorure de magnésium (MgCl, .6H,0) 0,0209 g/l
Carbonate de sodium (NaCOs) 0,0200 g/l
Nitrate de sodium (NaNOs) 0,0413 g/l
Phosphate de sodium (Na;POy) 0,0820 g/1
Silicate disodique (Na,Si0s) 0,2500 g/1
Sulfate de sodium (NaxSO4) 0,0146 g/1

8) Milieu de Walne (Walne, 1956) d’aprés Daoud N, Soualem.N, 1989

Eau distillée - 1000 ml
Dihydrogenophosphate  de (Nay H,PO2H,0) 5,000 mg/l
sodium

Chlorure de Manganése (MnCl;.4 H,0) 0,400 mg/1
Sulfate de fer (Fe;80, 7 H;0) 0,300 mg/l

Nitrate de sodium {NaNO;) 30,00 mg/l
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9) Milieu de Provasoli (Provasoli, 1968) d’aprés Daoud N, Soualem.N, 1989

Eau distillée

Nitrate de butane
Nitrate de sodium
Na-glycerophosphate
Thiamine

Vitamine By,

(C4Hi(NO3)
(NaNO3)

1000 ml
5000 mg/l
3500 mg/l
500 mg/l
5,00 mg/l
0,1 mg/l

A ces composés sont ajoutés 50 micro g de biotine et deux solutions A et B.

Solution A : Dans 1 litre d’eau distiliée sont dissous les produits suivants :

Acide borique (H;BO;s) 1140,00 mg
Edetate de sodium (NaEDTA) 1000,00 mg
Sulfate de manganése (MnSO4 4H,0) 164,00 mg
Chlorure de fer (FeCl;.6H,0) 49,00 mg

Sulfate de zinc (ZnS0O4. 7H,0) 4,800 mg

Solution B : Dans 500 m] d’eau distillée sont dissous :

Sulfate de fer ammoniacal | (NHy )2Fe (SOs); O [351,00 mg

EDTA disodique (Na,_EDTA) 330,00 mg

EDTA : Acide éthyléne dinitrilo-tétraacétique (acide édétique).

10) Le milieu de Zarrouk :

11 est composé de trois solutions A9, A5 qui est la suivante :

A9 (g/D) A9 (snite) (g
NaHCO3 : 16 Mg S04 7TH20 : 0,2
K2HPO4 : 0,5 CaCL2: 0,04
Na NO4 : 2,5 FeSO4 7H20 : 0.01
K2 S04 : 1,0 EDTA : 0,08
NaCL: 1,0
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On rajoute 1ml de chacune des solutions A5 et A6 a 1L de solution A9

AS; (gD
H3 BO4 : 2,86
MnCL2.4H20 : 1,8
ZnS0O4.7H20 : 0,22
Cu SO4.5H20 : 0,08
MoO3 : 0,01

11) Le milieu d’AGRISPON in BABAADDOUN., (1998).

Sa Composition chimique

1- Eléments minéraux :

Eléments inorganiques (m/1).

Potassium
Chlore
Nitrate
Sodium
Sulfate
Silicium
Bore
Aliminium
Fer
Magnesium
Phosphore
Calcium

K) 2200
(CL) 700
(NO3) 700
(Na) 209
(SO4) 100
(Si02) 72
B) 60
(AD) 26
(Fe) 23
(Mg) 72
®) 5,0
(Ca) 4.0

2- Composés organiques : (~ 130 mg/l)

A6

K2Cr(804).24H20 .

Ni SO4.7H20 .
Ti (SO4)3 :
NH4VO3 .
Na2wo4 :

CO (NO3).6H20 :

Cuivre
Manganese
Sélénium
Nickel
Cobalt
Antinomie
Chrome
Baryum
Zinc
Argent
Molybdéne

- acides nucléiques (15,5pg ARN et 12,2 uyg ADN)
- glycosides :
- porphyrines

- morphogénes

- vitamines A 220 UT vitA.

3- Eau : 98%.

(Cu)

(Se)
(Ni)
(Co)
(Sb)
(Cn)
(Ba)
(Zn)
(Ag)
(Mo)

4y

960.10-4
477.10-4
400.10-4
229.10-4
179.10-4
44.10-4

2,3

04
0.295
0,288
0,057
0,036
0,0204
0,0200
0,0120
0,005
fraces.
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Annexe I :

Milieu de culture bactérien E6 pour vérifier la stérilité des tubes :

KNO3 0.050 g
K2 HPO4 0.005¢g
Extrait de foie 0250 g
Bacto tryptone 0250¢g
Glucose 0250 g
Extrait de sol concentré 25ml
Eau distillée 500 mt
Eau de mer filtrée 500 ml

Filtrer le milieu sur papier plissé. Répartir 10 m] par tube.

Passer a autoclave 10 minutes.
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Annexe I :

Propreté et désinfection du matériel utilisé dans le secteur production d’aliment vivant
La production massive d’organismes tels que les algues, les rotiféres... exige des conditions
drastiques de propreté et d’hygiéne dans le secteur de production. Nous décrivons ci-dessous

les principales opérations & réaliser pour maintenir des conditions optimum d’élevage.

Lavage normal de la verrerie

- rincer & I’ecau chaude toute verrerie immédiatement aprés [’usage,
- laisser tremper dans une solution de NaClO 4 500 ppm,

- rincer abondamment avec de I’eau du robinet,

- rincer avec de I’eau déionisée (si disponible),

- sécher la verrerie dans une étuve.

Désinfection et stérilisation

La désinfection a pour but de réduire le nombre de bactéries, champignons... 4 un niveau

arbitraire jugé suffisant.

La stérilisation, quant 4 elle, assure I’inactivation totale de toute la vie microbienne

1 — 1a désinfection peut se faire & Paide de :

a) NaClO (hypochlorite de sodium = eau de javel) en solution 500 ppm, elle est la méthode la

plus communément utilisée.

Désinfecter les surfaces de travail, verrerie... etc.

Ne pas oublier que ’eau de javel corrode le métal, et étant mis en présence de rayons U.V.,

libére du Cl, gazeux tiés toxique.

b) alcool éthylique

Utilis¢ pour désinfecter les surfaces délicates ou les mains.



Annexes

2 — la stérilisation peut se faire :

a) en autoclave
Stérilisation par vapeur a une température de 100 a 120°C et une pression de 1 atmosphére.
Lorsqu’on ne peut pas disposer d’un autoclave, on peut toujours utiliser une « casserole a

pression ».

b) I'étuve
La stérilisation se faisant a sec, demande une température plus élevée (160°C) et une durce
plus importante (2 a 2 heures).

On limite donc son installation & un petit matériel (verrerie, coton hydrophobe...).

¢) flamme du bunzen

Stérilisation jusqu’a I’incandescence des pinces...

d) rayons U.V.
IIs sont utilisés pour la stérilisation de I’eau de mer, souvent a partir d’appareils construits par

des sociétés spécialisées. On les emploie également pour la stérilisation de la chambre stérile.
Dans se cas, on expose quelques heures la chambre aux rayons U.V. avant de faire les

repiquages.
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Annexe IV :

FUCHS ROSENTHAL

NEUBAUER NAGEOTTE
(improved bright lined )

Quelques cellule de comptage
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