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Résume

Résumé

Arthrospira platensis, plus couramment appelée spiruline, est une cyanobactérie
filamenteuse ou algues bleu vertes qui prolifere facilement dans les lacs alcalins et eaux
saumatres du monde entier. Le but de ce travail est d'étudier la qualité biochimique de la souche
A. platensis cultivé a partir de milieu de culture a base d'NPK. Tout d'abord, nous avons préparé
le milieu de culture de " Zarrouk et NPK ". Nous avons également préparé le dispositif
expérimental approprié pour réaliser une bonne croissance d'A. platensis et pour apprendre bien
les différentes cultures de la souche. Le milieu de Zarrouk est considéré comme le meilleur
milieu pour la croissance de I'Arthrospira platensis en fournissant toutes les conditions
nécessaires a la croissance. Néanmoins, le milieu de NPK n'est pas moins important que le
milieu de Zarrouk en termes de qualité biochimique. La ou nous étions en mesure d'obtenir une
biomasse de 2 g au milieu de Zarrouk et de 1.05 g au milieu NPK. Enfin, nous concluons que
la spiruline a la capacité de croitre malgré les différents facteurs climatiques si nous leur
fournissons le centre agricole appropriée et que la base de bicarbonate de sodium et d'autres

éléments chimiques qui leur fournissent les conditions de sa croissance.

L’extrait méthanolique de S. platensis a été évalué pour son activité anticoagulante, nous
avons pu prouver que la spiruline ne présente aucun effet sur la coagulation du sang donc elle
est idéale grace a ses ingrédients de sa composition chimique brevetés en particulier son intérét

contre un risque d’hémorragie parfois fatale.

L’¢évaluation s’est faite ¢galement pour son activité antibactérienne contre deux bactéries
Gram positives (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilus), et deux bactéries Gram négatif
(Pseudomonas aureginosa, Escherichia coli). L'extrait hydrométhanolique de notre espéce a
montré une certaine activité antibactérienne contre deux souches bactériennes, avec le spectre

d’activité le plus important (12 mm) contre Staphylococcus aureus.
Mots clés :

Arthrospira platensis, spiruline, milieu de culture, cyanobactérie, extrait méthanolique, activité

antibactérienne, activité anticoagulante
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Abstract

Arthrospira platensis, more commonly known as spirulina, is a filamentous
cyanobacterium or blue-green algae that easily thrives in alkaline lakes and brackish waters
around the world. The aim of this work is to study the biochemical quality of the strain A.
platensis cultivated from culture medium based on NPK. First, we prepared the culture medium
of "Zarrouk and NPK". We have also prepared the appropriate experimental to achieve good
growth of A. platensis and to know the different cultures of the strain. Zarrouk's medium is
considered to be the best medium for the growth of Arthrospira platensis by providing all the
conditions necessary for growth. Nevertheless, the NPK medium is no less important than the
Zarrouk medium in terms of biochemical quality. Where we were able to obtain a biomass of 2
g in the Zarrouk medium and 1.05 g in the NPK medium. Finally, we conclude that spirulina
has the ability to grow despite different climatic factors if we provide them with the appropriate
agricultural center and the base of sodium bicarbonate and other chemical elements that provide

them with the conditions for its growth.

The methanolic extract of S. platensis has been evaluated for its anticoagulant activity,
we have been able to prove that spirulina has no effect on blood coagulation therefore it is ideal
thanks to its patented chemical composition ingredients in particular its interest against risk of

sometimes fatal haemorrhage .

The evaluation was also made for its antibacterial activity against two Gram-positive
bacteria (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilus), and two Gram-negative bacteria
(Pseudomonas aureginosa, Escherichia coli). The methanolic extract of our species showed
some antibacterial activity against two bacterial strains, with the largest spectrum of activity

(12 mm) against Staphylococcus aureus.
Keywords:

Arthrospira platensis, spirulina, culture medium, cyanobacteria, antibacterial activity,

The methanolic extract, anticoagulant activity.
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Introduction

Les cyanobactéries, anciennement appelées algues bleues, compte parmi 1’une des plus
anciennes formes de vie sur Terre et constitue 1’essentiel des bactéries capables de
photosynthese et production d’oxygene. Dans ce groupe, existe le genre Spirulina ou
Arthrospira, des cyanobactéries filamenteuses dont fait partie une bactérie particulierement
intéressante dénommeée Spirulina platensis (ou Arthrospira platensis) plus connue sous le nom

de algues spiruline.

En effet, la spiruline est présentée comme le meilleur aliment pour I’avenir « the best food
for the future » lors de la conférence des Nations Unies sur 1’Alimentation en 1974. Pour
I’UNESCO, elle est considérée comme « I’aliment idéal et le plus complet de demain » et «
I’une des meilleures sources de protéines » pour la FDA, la spiruline est mise en avant par
plusieurs structures au sein de ’ONU et de I’OMS pour son utilisation dans la lutte contre la

malnutrition aigiie dans le monde (Soizic Louvel.,2019).

Outre des propriétes nutritionnelles avérées, la spiruline connait aujourd'hui un regain
d'intérét de la part de la communauté scientifique internationale du fait de sa possible utilisation
comme source de produits a vertus thérapeutiques. En effet, le potentiel de cette micro-algue
semble étre important et ceci principalement grace a son principal pigment, la phycocyanine,
donnant a cet organisme sa couleur bleu-vert caractéristique. Certaines etudes ont en autres mis
en évidence des activités sur le systeme immunitaire, le cancer, le sida mais aussi des effets
dans la lutte contre le vieillissement cellulaire, des propriétés hépato protectrices, anti-

inflammatoires. La spiruline semble avoir un potentiel trés vaste.
« Que votre nourriture soit votre médecine et votre médecine soit votre nourriture »

Cette étude intitulée « la culture de spiruline et ses utilisations » a pour objectifs énoncés

ci-dessous :

- Produire et valoriser une espéce d’algue (Spirulina platensis) ou (Arthrospira platensis
L), Pour ce fait nous avons procédé a une culture d’une souche de cette espéce et de
valoriser le produit final de la culture dans la production et la fabrication d’une gamme

de produits cosmétiques et un produit alimentaire

- Réaliser une ¢étude sur Dactivité antibactérienne et anticoagulante de I’extrait

méthanolique de la spiruline produite.

Notre travail est structuré en deux parties.

1
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La premiére partie est consacrée a une actualisation de la recherche. Cette partie

renferme trois chapitres :

- Le premier chapitre permettra de découvrir une présentation sur la spiruline ou des
généralités sur 1’Arthrospira (Spirulina platensis), ses caractéristiques et sa
composition.

- Le deuxieme chapitre présente les différentes activités biologiques de la spiruline.

- Le troisieme chapitre présente les différentes techniques et modes de cultures existants
actuellement a travers le monde, les différents modes de consommation, et les risques

de toxicité seront également traitées.

Pour la deuxiéme partie nous avons évoqué la partie expérimentale qui traite le matériel
et les déférentes méthodes utilisées pour la réalisation de travail et regroupe 1’ensemble des

résultats qui seront par la suite suivis d’une discussion.

En fin une conclusion générale sur I’ensemble de cette étude sera donnée et complétée

par d’éventuelles perspectives qui seront dégagées.
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1.1. Généralités

Les cyanobactéries forment un grand nombre de bactéries capables de photosynthese et
de production d'oxygene. Elles peuvent étre unicellulaires ou multicellulaires ; dans ce dernier
cas, leurs cellules s'organisent en t'en amas ressemblant a des colonies ou, plus se dégagent, en

filaments composés de cellules alignées

Les cyanobactéries ont un systeme photosynthétique proche des végétaux

chlorophylliens. Elles sont des photo-litho-autotrophes :
e Photo- car elles pratiquent la photosynthese en réduisant le CO2 a la lumiére,
e Litho- car elles se nourrissent de minéraux,

e Autotrophe a la fois au carbone et a l'azote car ils peuvent convertir l'azote
atmosphérique en ammonium ou en nitrates, leur permettant de produire des acides
aminés et des protéines. Les algues produisent pres de 90% de I’oxygene de la plancte
soit 330 milliards de tonnes par an (10% étant produits par les arbres et les plantes). En
absorbant le dioxyde de carbone, elles permettent de lutter contre le réchauffement

climatique.

La spiruline fait partie des Cyanobactéries. Ils sont apparus sur Terre il y a environ 3,5
milliards d'années et il en existe environ 1 500 espéces. Dans un processus complexe qui libére
de I’oxygene, ils sont capables de transformer le gaz carbonique en mati¢re organique (Soizic

Louvel.,2019).

La spiruline est une algue microscopique de forme spiralée. En effet, elle se présente sous
la forme d'un filament pluricellulaire (appelé trichome) bleu-vert, mobile, non ramifié et
enroulé en spirale. Ce filament de forme hélicoidale et observable uniqguement en milieu liquide

au microscope caractérise le genre.

Contrairement a certaines autres cyanobactéries, la spiruline ne possede pas de cellules
spécialisées appelées hétérocystes qui lui permettent de réparer I'azote en suspension dans l'air.

La taille de la spiruline varie suivant la souche et les conditions de culture.

La longueur moyenne des filaments est d'environ 250 um, avec un diameétre d’environ 10

um, selon I’observation.

Cependant, on observe une longueur moyenne du filament de I’ordre de 250 um et avec

un diametre d'environ 10 um (F. Ripley.,1999).
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1.2. La souche de Arthrospira

Arthrospira (Spirulina platensis) est une micro algue distribuée mondialement dont la
production mondiale a augmenté de plus de 4000 tonnes/an depuis 1995 (Cubia Statistics,
2000).

1.2.1. Les différentes formes des Arthrospira

En ce qui concerne les différentes souches d'Arthrospira platensis, on distingue les

souches "spiralées”, "ondulées", et "droites".

Les souches "spiralées", représenter les souches dont les filaments ont la forme d’une

queue de cochon, telle la "Lonar" (Inde) et "Toliara"

Les souches "ondulées”, le terme "ondulées™ représenter les souches dont les filaments

sont en spirale étirée, telle la "Paracas™ (Pérou)

Les souches "droites", le terme "droites" représenter les souches dont les filaments sont

tellement étirés qu’ils donnent I’impression d’étre presque rectilignes. (FALQUET.,1999)
1.3. Classification

Autrefois considéré comme une simple algue, il s'agit en fait d'un organisme procaryote

dépourvu d’organismes intracellulaires et peut étre classé comme suit :

e Reégne : Bacteriae

Phylum : Cyanobacteriae

e Sous-classe : Oscillatoriophycideae
e Ordre : Oscillatoriales

e Famille : Microcoleaceae

e Sous-genre : Arthrospira

Il existe plusieurs especes sous le genre, mais nous nous concentrerons sur Arthrospira
platensis. Cette espéce est egalement connue sous le nom de Spirulina platensis (Morgan
Proy.,2019)

1.4. Reproduction

La reproduction est asexuée de la spiruline se fait par simple scission, bourgeonnant, voire

fragmentation aléatoire. Le processus se déroule comme suit :
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- Des nécridies, qui ressemblent a des disques de séparation.

- Ce trichome horizontal se fragmente, formant ainsi deux nouveaux filaments, appelés

hormogenes (figure 1).

- Elles vont croitre jusqu'a maturité par simple division cellulaire (une cellule donnant

naissance a deux etc.) et adopter la forme typique connue de la spiruline (Habib
MAB.,2008).
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Figure 01 : Cycle biologique de la spiruline (Charpy et al., 2008).

1.5. Composition chimique et aspects nutritionnels

Avec une teneur moyenne en protéines de 50 et 70 % la spiruline contient plus de
protéines que la plupart des aliments courants. A titre de comparaison, dans la viande et le
poisson, la teneur moyenne en protéines est de I’ordre de 15 a 20 %, dans le soja, 35 % et dans
les ceufs, 12 % (figure 2). De plus, la digestibilité des protéines de la spiruline est élevée (entre
75 et 83 %) du fait de I’absence de paroi cellulosique des cellules (E. M. Gaydou.,2004)
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Figure 02 : Comparaison en teneur protéique de la spiruline avec d'autres aliments (N’goran

Urbain Florent Niangoran,. 2017)
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e Composition de la spiruline

La composition de la spiruline varie en fonction des conditions de culture, du moment de
la récolte, de ’origine géographique, du mode de récolte, de séchage, de couvaison et de
conditionnement, ainsi que du taux d’ensoleillement et du fait que certains industriels
complétent la culture environnements pour produire une spiruline plus riche en fer, en zinc ou

en acides gras. (Soizic Louvel.,2019)
1.5.1. Les protéines

Les le plus abondantes molécules organiques dans le corps humain sont les protéines,
nécessaires a la vie. Ils prennent la forme d’enzymes, d'hormones, d'anticorps et d'autres

molécules qui réparent les tissus et maintiennent 1’équilibre acido-basique de I’organisme.

20 acides aminés sont les éléments constitutifs des protéines ; 12 de ces acides peuvent
étre produits par I’organisme, tandis que les 8 autres sont considérés comme essentiels et

doivent étre apportés par 1’alimentation.

50 et 70 % de son poids sec en protéines, avec des variations de 10 a 15 % selon le moment
de la récolte. Associée a des concentrations de protéines plus élevées. Les acides aminés

essentiels sont présents, constituant 47 % du poids total des protéines.

Les acides aminés les moins représentés sont le tryptophane et ceux soufrés (méthionine,

cystéine et lysine).
1.5.2. Les lipides

Avec un apport calorique de 9 kcal/g dans le cas de la spiruline, les lipides servent de
source d’énergie de réserve (J. Falquet et J. P. Hurni .,1986) (A. L. Lupatini, et al .,2017).

Il n'y a pas beaucoup de graisses saturées d'acides gras dans la spiruline. (Par ex.
palmitique, stéarique, arachidique) ainsi que beaucoup d’acides gras poly insaturés (AGPI) (25
a 60 % des lipides totaux). Elle est I’'une des rares sources d’acide y-linoléique (GLA) (30 - 35
% des AGPI) et d'acide linoléique. Le taux de GLA peut étre augmente (de + 1,2 a + 1,6 %) si

la culture se fait avec une alternance de lumiére/obscurité.

Le GLA est un acide gras essentiel oméga 6 présent dans I'onagre, la bourrache, le pépin
de cassis, le chanvre et la spiruline. 1l est nécessaire a la syntheése des leucotrienes et des
prostaglandines (Otles S, et Pire R.,2001) .
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1.5.3. Les glucides

En effet, les glucides agissent comme source d’énergie et contribuent au bon
fonctionnement du cerveau et des muscles. Les polysaccharides de la spiruline représentent
environ 15 a 25 % de la matiere seéche et constituent une source d’énergie rapide qui ne sollicite

pas le pancréas et ne cause pas d'importantes perte d’insuline (A. S. Babadzhanov, et al 2004).

Les glucides simples (fructose, glucose et saccharose) en petites quantites, comme la
glycérine, le mannitol et le sorbitol. A ce faible pourcentage, la spiruline est un aliment peu
calorique (Patel S, et Goyal A., 2013).

1.5.4. Acides nucléiques (ADN et ARN)

On rapporte des valeurs de 4,2 a 6 % d'acides nucléiques totaux dans la matiére seche
chez Spirulina platensis (AFAA,.1982) (Ross E., Dominy W.,1990).

1.5.5. Pigments
La spiruline contient deux principaux pigments :

- Chlorophylle : Le pigment responsable de sa couleur verte, la chlorophylle, ne représente
qu'environ 1% de la masse séche. Si les plantes utiliser ¢a pour a des fins photosynthétiques,
il permet au corps humain d’obtenir le magnésium organique nécessaire au maintien de
I’équilibre acido-basique. Bien que sa structure moléculaire structure est similaire soit

similaire a celle de I'némoglobine, la molécule principale est le magnésium plutdt que le fer.

De plus, la chlorophylle travaille avec un cofacteur appelé porphyrine (également présent
dans la spiruline) pour décomposer les métaux lourds comme le mercure, le plomb, arsenic ou
le nickel et les éliminer du corps. La chlorophylle augmente le péristaltisme le mouvement et
soulage la constipation dans le processus. Il normalise également la sécrétion d’acide digestif
et de la pepsine qui provoque l'indigestion. L’importance d’un séchage a basse température

séchage est due au fait que la chlorophylle est détruite a haute température.

- La phycocyanine : responsable de la couleur bleue, selon les sources, représente entre
12,6% et 20% du poids sec (Patel S, et Goyal A.,2013).

Cette protéine, qui ne se trouve que dans la spiruline, contient un noyau renfermant un fer et
un ion magnésium et est donc considérée comme le précurseur de I'hnémoglobine (un noyau
avec un ion fer). Et de la chlorophylle (noyau avec un ion magnésium), a la charniére entre le

monde végétal et animal (Melle Louvel Soizic.,2019).
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- Les caroténoides : non-azotés, dont la couleur peut aller du jaune au rouge, dont la majorité
sont dont précurseurs de la vitamine A (le P-caroténe représente 80% des pigments
caroténoides retrouvés dans la spiruline) (tableau 1). L’ensemble de ces pigments agit contre

les radicaux libres dans 1’organisme (Morgan Proy,.2019)

Tableau 01 : Composition qualitative et quantitative possible en pigments de la spiruline
(Vidalo J-L.,2015)

Pigments Quantité pour 10g
B-caroténes 18 mg
Phycocyanine 1650 mg
Chlorophylle 120 mg

1.5.6. Les enzymes

La spiruline contient une quantité intéressante de SOD (Super Oxyde Dismutase) (1.000
a 4.000 Ul/g), une puissante enzyme anti-oxydante, a la base du systéme endogéne de la lutte
contre le stress oxydatif. Grace a la spiruline sans cellulose la biodisponibilité de la SOD est

grandement améliorée (Melle Louvel Soizic.,2019)
1.5.7. Vitamines
- Vitamines hydrosolubles

Ces vitamines hydrosolubles sont facilement éliminées du corps par les reins, et le corps
humain n'en a que peu ou pas de réserve. Du fait qu'ils doivent étre apportés via I’alimentation

de facon réguliére, il n'y a théoriqguement aucun risque de surdosage.
La spiruline est un bon fournisseur de vitamine B (B1, B2, B3, B3, B9 et B12)
- Vitamines liposolubles

Pour eux, ils sont solubles dans les lipides. 11y a unrisque de surdosage sur ces vitamines,
ce qui pourrait avoir des effets secondaires indésirables. Une réserve peut se former au niveau
du foie et des tissus adipeux du corps humain. Représenté par les vitamines A, D, E et K
(Morgan Proy,.2019) .

1.5.8. Minéraux
Tous les minéraux essentiels minéraux sont presents dans la spiruline et représentent

environ 7% de son poids sec. L'accumulation de minéraux est directement influencée par des
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facteurs culturels, tels que le pH, la salinité, la température, etc. Mais plus surtout, il y aura des

minéraux dans 1’environnement culturel (tableau 2) (Morgan Proy,.2019).

Tableau 02 : Composition qualitative et quantitative possible en minéraux de la spiruline et
apport par rapport aux AJR (Vidalo J-L.,2015) .

Minéraux et Oligo- . Pourcentage des AJR
Quantité pour 10g
¢léments
Fer 18 mg 128,6%
Calcium 120 mg 15%
Phosphore 80 mg 11,4%
Zinc 3mg 30%
Magnésium 40 mg 10, 7%
Sodium 9 mg
Potassium 140 mg 7%
Cuivre 0,12 mg 12%
Manganése 0,5 mg 25%
Sélénium 0.3 mg 545%

1.6. Principales applications de la spiruline
1.6.1. En alimentation humaine
Grace a son excellent profil nutritionnel, la spiruline présente plusieurs bienfaits.

- En freinant la malnutrition, les humanistes et les médecins I'utilisent sous forme de poudre et
mélangée a des céréales et de I'eau pour aider les enfants souffrant de malnutrition sévere. Il
s'est avére plus efficace que les médicaments pour traiter les effets des maladies induites par la

famine telles que le marasme et kwashiorkor (Fox.,1999).
- Pour les sportifs, la consommation facilite I'effort et permet une meilleure récupération.

- La spiruline est considérée comme une bonne source de vitamines B9 et B12 et de fer, ce qui
la rend adaptée aux femmes enceintes car elle donne acces a tous les nutriments essentiels.
Augmente I'oxygénation musculaire et limite les spasmes utérins Grace a la phycocyanine, ces
femmes sont capables de se préparer a I'accouchement et récupérer apres avoir surmonté la

fatigue de l'allaitement (Evoli conseil.,2014) .

11
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- De par sa composition, la Spiruline convient trés bien non seulement aux bébés en &ge de
consommer des protéines, mais aussi aux enfants et aux adolescents. L'apport en éléments
essentiels de haute qualité et les propriétés d'assimilation élevées la rendent idéale pour le
développement de I'organisme. Trois a cing grammes par jour suffisent pour prévenir les
carences et éliminer les toxines liées aux fast-foods dont raffolent les ados. Il a également un

effet positif sur la qualité de la peau (Vidalo.,2015).

- Dans le cadre d'une analyse nutritionnelle, la spiruline est utilisée comme complément
protéique bénéfique pour la santé. En tant que coupe-faim, elle réduit I'appétit et optimise

I'apport énergétique (Tremblin et Moreau.,2017).
1.6.2. En alimentation animale

Semblable a I'nomme, la spiruline renforce les défenses naturelles des animaux. Elle
maintient le systéme immunitaire, lui permettant de lutter contre certaines maladies, et joue un

role majeur dans la lutte contre le vieillissement et la fatigue.

Les chiens, les chats, les poissons et les chevaux sont des animaux chez lesquels la
spiruline est couramment utilisée. Chez les chevaux, la consommation est trés courante pendant
la croissance, la compétition ou la récupération. Sachez également que les bons éleveurs de
poulets n'hésitent pas a ajouter de la spiruline a leur alimentation. 1l s'agit d'une pratique experte

qui permet de produire des ceufs de bien meilleure qualité (Casal.,2019).
1.6.3. En cosmétique

Des analyses quantitatives et qualitatives des éléments qui composent la Spiruline ont été
formelles (acides gras essentiels, etc.) qui profitent a ceux qui les consomment dans leur assiette
et a certains produits cosmétiques. Des traitements ont été créés dans des laboratoires qui ont

été introduits dans des cremes, des shampoings ou des sérums (Banks.,2007).

Gréce a ses propriétés antioxydants qui empéchent la formation de radicaux libres, la
Spiruline améliore la souplesse et I'élasticité de la peau, ralentit le vieillissement et donne aux
ongles et aux cheveux brillance et résistance grace a sa concentration en nutriments et oligo-
éléments (Banks.,2007).

Considerée comme un « aliment de beauté » extraordinaire, la spiruline est aujourd'hui
utilisée dans la fabrication de produits de soins de spa et de thalassothérapie (masques visage,

enveloppements corporels) comme soin régénérant et tonique pour les cheveux et les ongles,
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comme antidote, c'est-a-dire marin. Dans les soins anti-&ge, en packs et enveloppements marins,

en soin revitalisant pour le corps, ou en masque reminéralisant pour le visage (Casal.,2019).
1.6.4. En thérapeutique

En raison de I'extraordinaire valeur nutritionnelle de la Spiruline, elle a plusieurs usages

thérapeutiques dont les plus importants sont :

- Traitement de la dénutrition (malnutrition protéino-énergétique, anémie ferriprive, carence

vitaminique).
- Améliorer I'immunité (comment lutter contre les maladies opportunistes).
- Traitement de certaines maladies de la peau.

- C'est aussi un partenaire efficace pour soulager les douleurs rhumatismales et I'arthrose, lutter
contre I'ostéoporose, I'exces de cholestérol, I'nypertension artérielle et les allergies. 1l protége

le ceeur et favorise la régénération des cellules cérébrales (Evoli Conseil .,2014).

Toutes ces utilisations nutritionnelles et bienfaits thérapeutiques de la spiruline
permettent aujourd'hui a la spiruline d'étre commercialisée et consommeée comme complément

protéique ou « nutraceutique ».
1.6.5. En agroalimentaire

Il est utilisé comme colorant naturel (la phycocyanine est I'un des rares pigments bleus
naturels) dans les chewing-gums, les sorbets, les bonbons, les produits laitiers et les boissons
gazeuses. On la retrouve également dans de nombreux produits a base d'algues mélangées a du
sel, des tagliatelles, etc. Le pain a la spiruline existe depuis longtemps en Suisse et au Japon
(Boudaoud.,2016).

1.6.6. Applications médicinales de la spiruline

En raison de ses bienfaits pour la santé, la spiruline est consommée comme complément
alimentaire dans les pays développés et plus recemment dans d'autres régions, notamment en
Afrique. Les bienfaits de la spiruline pour la santé peuvent étre trouvés ici : (J. Falquet et J. P.
Hurni.,1986) (C. Girardin-Andréani.,2005).

- Antioxydant lié a la phycocyanine ;
- Renforcer le systeme immunitaire avec des polysaccharides ;

- Activité antivirale :
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- Activité anti-tumorale associée a la phycocyanine ; abaisse le taux de cholestérol gréace

aux acides gras polyinsaturés oméga-3 et oméga-6.

Ameéliorer les compétences sportives.
e Contient du fer, de la vitamine B12 et du béta-carotene pour favoriser la récupération.
e Combattre I'asthénie gréace a I'apport d'oligo-éléments et de vitamines.

e Activité anticoagulante associée au spirulane calcique (Sp-Ca) et au spirulane sodique
(Sp-Na). Cependant, la spiruline a une mise en garde. En effet, il existe trés peu de données

scientifiques épidémiologiques et cliniques sur la consommation de spiruline.
1.7. La spiruline dans les pathologies lourdes

De par sa composition naturelle, la spiruline semble avoir un effet stimulant sur le systeme
immunitaire, lui permettant de mieux résister aux agressions extérieures, notamment virales. 11
peut également avoir un effet positif sur la gestion de certains troubles digestifs en stimulant la
digestion et en protégeant la flore intestinale. Ensuite, en agissant sur certains parametres
comme le cholestérol et les membranes cellulaires, il aura un effet préventif sur les maladies
cardiovasculaires. Grace a son activité hypoglycémiante, il est utile dans la prévention et la
prise en charge concomitante du diabéte de type 1 et de type 2. Largement reconnue comme
antioxydant, la spiruline pourrait également étre impliquée dans la prévention des troubles du

systeme nerveux central comme la maladie de Parkinson ou la maladie d'Alzheimer.

Les micronutriments tels que Spirulina platensis peuvent ralentir la progression réduisent
fréquemment I'infection par le VIH en stimulant la réponse immunitaire (Melle Louvel Soizic.,
2019).

Les essais sont également prometteurs dans le traitement des maladies allergiques en

manipulant les niveaux d'immunoglobuline E (Isabelle Laurent.,2019).
1.8. Toxicologie et nutrivigilance

Selon la FDA, la spiruline est dans la catégorie GRAS : Generally Reconized As Safe ,
car des études a long terme chez I'animal n‘ont montré ni toxicité ni effets secondaires graves,
mais une parfaite sécurité d'utilisation . La seule préoccupation est la forte capacité de liaison
des métaux lourds dans I’environnement, d’ou la recherche d’un risque en cas de

consommation excessive ou au long cours.
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Deux possibilités de toxicité de la spiruline sont : la toxicité congénitale ou la toxicité

externe due a une contamination lors de la culture, de la récolte ou de la transformation (Audrey
MANET.,2015).

De maniére générale, lors de I'achat de spiruline, il faut toujours faire attention a sa
composition et a son mode de fabrication (Morgan Proy.,2019).
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En plus de sa valeur nutritive élevée, la spiruline présente de nombreuses activités
biologiques telles que I’activité antioxydante, anti-inflammatoire, anti-cancéreuse, anti-

microbienne, anti-diabétique et obésité et anti-toxicité (Shao et al., 2019)
11.1. Activité anti-oxydante

Les principaux actifs antioxydants qui conférent un statut indétronable d’antioxydant
puissant a la spiruline sont : la phycocyanine, la béta caroténe, les polyphénols, le superoxyde

dismutase (SOD) et d’autres vitamines et minéraux contenus dans cette maticre.

De nombreuses études in vitro et in vivo ont identifié cette activité potentielle de la
spiruline (ou de ses extraits) et ont montré que le traitement a la spiruline réduit
significativement le stress oxydatif (Goulambasse .,2018). Elle permet le ralentissement du

vieillissement et de la destruction des cellules (Barth et Leo., 2019).
11.2. Activité antimicrobienne

Plusieurs études préliminaires in vitro d'extraits de Spiruline contre plusieurs bactéries
pathogénes (E. coli et Staphylococcus aureus) ont permis d'observer une activité
antibactérienne efficace (Qureshi et Hunter., 1995). Ce résultat prouve que les cyanobactéries
possedent un mécanisme de défense pour lutter contre les bactéries pathogenes, et donc le
développement d'antibiotiques a base de plantes sdrs et prometteurs (agents antibactériens) avec
moins d'effets secondaires pour remplacer les médicaments de synthese et montre des

perspectives de développement (Al-Ghanayem.,2017).
La spiruline apporte des probiotiques :

L'activité régulatrice microbienne de la spiruline peut empécher la flore intestinale. Les
effets antibactériens de la spiruline peuvent protéger I'hote de l'infection. Les changements dans
la composition du microbiote sont généralement associés a plusieurs facteurs (Melle Louvel
Soizic.,2019).

Les modifications de la composition du microbiote sont généralement associées a
plusieurs maladies, notamment les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI) et
les maladies métaboliques et immunologiques. La consommation de spiruline peut favoriser le
rétablissement de I'équilibre microbien correct en favorisant la croissance des espéces
probiotiques Tres peu d’études parlent de I’amélioration du microbiote intestinal par la spiruline

(Oxid med longev., 2017).
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11.3. Activité anticancéreuse
En quoi la spiruline peut-elle apporter un effet anticancéreux ? (Préventif ou curatif) :
Par sa composition :

- les polysaccharides qui renforcent l'activité enzymatique des endonucléases, des

enzymes qui réparent les dommages a I'ADN conduisant au cancer ;

- Le spirulane calcique (Ca-SP), un polysaccharide, a une dose de 100 mg IV a réduit les
métastases pulmonaires dans les cellules tumorales pulmonaires établies. En effet, Ca-SP inhibe
I'invasion tumorale en réduisant le nombre de colonies et empéche I'adhésion tumorale en

déduisant des mécanismes d'adhésion et de migration (Ismail MFet al.,2009).

- avec des antioxydants. Différentes études et analyses d’experts, ont affirmé que le béta-
caroténe, un des antioxydants implantés dans la spiruline, pourrait inverser le processus
cancéreux et inhiber le déploiement des cellules cancérigénes. Une de ces analyses
confirmatives du résultat fut élaborée avec des personnes qui avaient une leucoplasie buccale
(état précancéreux de la bouche). Ces derniers, ont montré apres une prise quotidienne d’1g de
spiruline pendant un an une amélioration de leur état et réussirent a arréter le développement
de la pathologie. La phycocyanine intervient aussi dans cette activité en s’attaquant aux

radicaux libres responsables du cancer (Vidalo.,2015) .
11.4. Activité antivirale

La richesse de la spiruline en -caroténe, en vitamine B12 ainsi que d’autres vitamines
du groupe B, depuis fort longtemps établi comme substances intéressantes dans la lutte contre
les infections virales n’explique pas entiérement le pouvoir antiviral de la spiruline. Il
semblerait que les polysaccharides membranaires de cette algue soient aussi impliqués dans ce
processus (Andreani., 2012). 11 a été démontré ’efficacité in vitro des polysaccharides contre
la réplication de plusieurs virus enveloppés comme les Herpes Simplex Virus (HSV), le virus
de I’influenza, le virus de la rougeole, le cytomégalovirus humain (CMV) et le VIH-I

(Yougbare., 2007).

Le mécanisme semble reposer sur le fait que le virus, ne pouvant se fixer sur la membrane
de la cellule héte, ne peut donc ni pénétrer celle-ci ni, par voie de conséquence, se répliquer
(Andreani., 2012).
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I11.5. Activité anti-inflammatoire

La richesse de la spiruline en protéine et en acide gras notamment les oméga 3 et 6 qui ne
peuvent pas synthétisés par 1’organisme lui donne un intérét biologique particulier puisque cet
acide gras est un précurseur des prostaglandines, molécules ayant une activité anti-

inflammatoire et immunostimulante au sein de 1’organisme (Charpy et al., 2008).

La phycocyanine est un pigment assez rare dans la nature. Elle se trouve avec un
pourcentage d’environ a 12,6% et 20% du poids sec (Patel S, et Goyal A.,2013). Ce composant
inhibe la formation de cytokines pro-inflammatoires telles que TNF-a (Tumor Necrosis Factors
a), supprimant l'expression de la cyclooxygénase 2 (COX-2), médiateur principal de
I'inflammation, et diminuant la production de prostaglandine E, La phycocyanine stimulerait

également la production des globules rouges et des globules blancs (Goulambasse.,2018).

11.6. Activités anti-toxicité

Récemment, Ebaid et al., (2017) ont étudié I'effet protecteur de S.platensis contre la
toxicité hépatique produite par le traitement avec des nanoparticules de cuivre. Ils ont confirme
le role bénéfique de S.platensis en tant que marqueurs antioxydants qui amélioraient les

parameétres fonctionnels hépatiques (Rajesh et Kala 2015 ; Shao et al., 2019).
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Chapitre 111 Culture de la spiruline

I11.1. Culture de la spiruline

La spiruline est une micro-algue qui se développe dans des milieux treés spécifiques,
milieux y compris le chaud, notamment les eaux chaudes et salées de certains lacs, notamment
les lacs volcaniques. Les eaux de la région du Kanem sont riches en carbonate et en sel (natron),

ce qui les rend fortement alcalines et favorables au développement de cette micro-algue.

Les exigences pour la culture sont trés simples : une eau entre 25 et 38 degrés Celsius,
peu profonde et non stagnante, du soleil et de la lumiere, idéalement un climat tropical, des

minéraux et des oligo-éléments.

L'avantage de la culture de la Spiruline est qu'elle est écologique et rapide. Un
développement qui se compte en heures, avec peu d'effet saisonnier sur la production, et un

milieu assez facile a reproduire en bassin.

Actuellement, environ 5000 tonnes de Spiruline sont produites annuellement. Le plus
grand producteur est la Chine, qui utilise la spiruline comme aliment et représente 50 % de la
production mondiale. Les Etats-Unis suivent en deuxiéme position. Ces deux pays produisent
de la Spiruline depuis les années 1980 et fournissent 80% de la Spiruline consommée en France
(Lana Daude.,2021).

111.1.1. Milieu de culture

C'est une solution de sels minéraux et d'eau. Ce liquide doit apporter tous les nutriments
chimiques nécessaires a la croissance de la Spiruline. Ce sont des milieux fortement minéralisés
riches en carbonate de sodium (Na2CO3) ou en bicarbonate de sodium (NaHCO3) et en azote
lié et autres sources minérales (C. Zarrouk.,1966). Ce milieu n'est pas propice a la croissance
d'autres plantes ou d'autres formes de vie, compte tenu de son pH tres alcalin. Aujourd'hui de
nombreux pays mettent en place des fermes de Spiruline grace a la synthése des médias. Le
plus célebre et le plus courant (support standard) c'est le milieu de Zarrouk FIG (C.
Zarrouk.,1966).

De plus, le milieu est testé méme si la biomasse rapportée n'est pas aussi élevée que le
milieu de Zarrouk. Ces milieux sont constitués de sels minéraux alternatifs, nutriments
essentiels a des concentrations spécifiques modifiées (B. Raoof et al., 2006), (Jourdan .,2016).
Certains auteurs ont montré la possibilité d'ajouter des sels minéraux spécifiques a partir d'eaux
usées traitées ou d'urine humaine (élimination des éléments nocifs pour I'nomme) (C. Yang et
al., 2008). (A Bellahcen et al.,2013).
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Tableau 03 : Milieu de culture de référence, le milieu Zarrouk (Fox R.D.,1999)

COMPOSITION DU MILIEU DE BASE

(en g/l de solution aqueuse)

NaHCO; 16,8
K:HPO, 0,5
K2S0;

NaCl 1
MgSO,, 7 H;0 0.2
CaCl; 0,04
FeSO,, 7 H,O 0,01

EDTA (acide éthyléne diamino
0,08

tétracétique)
Iml de AS + Iml de B6 pour chaque litre de milieu de

base

COMPOSITION DE LASOLUTION A5

(en /1)
MnCl;, 4 H:0 1,81
ZnS0;, 7 HZ0 0,22
CuSO;, S H0O 0,08
MoO, 0.02

COMPOSITION DE LA SOLUTION Bé6

(en mg/l)
K;('r;(S()J).'. 2-‘ “,() 96
NiSO., 7 H,0 478
Na:WO;, 2 H:0 17,9
14(S0O,), 40
Co(NOs)2, 6 H:0 44

Le milieu de culture de référence est le milieu Zarrouk. Ce milieu est fabriqué a partir

d'eau distillée, il n'est cependant pas trés économique.

111.1.1.1. L’eau

La spiruline vit a la fois dans l'eau salée et alcaline. L’eau utilisée pour le bouillon doit

de préférence étre buvable (mais pas fortement parfumé).

Le plus important est I'élimination des algues exotiques. Eau de pluie, Bonne ou bonne,

qualité généralement acceptable. Eau dure Produit des boues minérales (plus ou moins

abondantes selon la teneur en calcium magnésium et fer), s'enracine rapidement et ne pose pas
de problémes particuliers (JOURDEN.,1999).

111.1.1.2. Les éléments nutritifs

La culture de la spiruline doit contenir tous les éléments suivants (Jordan.,1999).
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- Bicarbonate de sodium (NaHCO3) : est une source d'alcalinité, provoquée par du

bicarbonate de soude ou de I'eau de cendre
- Phosphore (P) : indispensable a la photosynthese, apportée par Ortho phosphate soluble.

- Azote (N) : est un composant important des acides aminés qui fournissent

Principalement de I'azote atmosphérique, mais aussi de l'urée.

- Carbone (C) : Ce qui est apporté est le composant principal de la Spiruline

Principalement du dioxyde de carbone, mais aussi du sucre.
- Les métaux : essentiellement le fer, le magnésium... (Jordan.,1999).
111.1.2. Conditions de culture
111.1.2.1. La Température
Les premiers repéres de température sont a peu pres les mémes que pour I’homme, 37°C:

La température idéale pour augmenter le taux de croissance des Spiruline (FALQUET .,
1999) Au-dessus de 43°C, il devient mortel, en dessous duquel le taux de reproduction chute a
20°C. La culture doit étre entre ces deux températures parce que la croissance s'est
effectivement arrétée lorsque la température n’est pas appropriée (JOURDEN.,1999). La
spiruline peut survivre dans un milieu de culture Froid (jusqu'a -5°C). Les changements

brusques de température sont mauvais pour la spiruline (Antenna Technologies., 2012).
111.1.2.2. PH

Le pH doit étre compris entre 8 et 11. Le pH idéal est a 9.5(C. Zarrouk.,1966).
(Technologie d'antenne., 2012).

111.1.2.3. L agitation

Il est indispensable de secouer la culture de Spiruline au moins 2 a 4 fois par jour. Le
transfert moyen permet et facilite une bonne répartition de la lumiere échange gazeux
(séparation de I'oxygene et absorption du dioxyde de carbone). Cependant, si vous le secouez
trop vigoureusement, cela abimera la spiruline a I'origine de I'apparition a partir de mousse.
Quelques pompes centrifuges et cascade. Les éclaboussures d'eau sont particulierement nocives
(Antenna Technologies.,2012). L’ agitation est en soufflant de I'air avec une pompe électrique,

ou un compresseur d'aquarium, ou par roue hydraulique & nouveau.

1.2.4. L’éclairage
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Les cyanobactéries se distinguent des bactéries par la présence de chlorophylle A et de
pigments accessoires hydrosolubles, les phycobilines rouge (phycoérythrine (PE)) et bleue
(phycocyanine (PC)). La spiruline platensis contient également une autre phycobiline,
I’allophycocyanine (APC). Les cyanobactéries possedent aussi des caroténoides notamment le
B-caroténe. Leur coloration (vert, bleu, rouge,) ; sont associés a la présence simultanée de ces
différents pigments suivant leur proportion. Ils font la photosynthése de I'oxygéne, donc ils
peuvent le faire convertit I'énergie lumineuse en énergie chimique en liant le dioxyde de carbone
(CO2) et libere de I'oxygene (O2). En raison de la présence de ces pigments, La spiruline

absorbe la lumiére sur une large bande spectrale (P.H. Raveronandro et al., 2008) .
111.1.2.3.1. Influence de la lumiere sur la croissance de la spiruline

La lumiere est un facteur important pour la croissance des micro algues. Un Une
limitation de la lumiére ou un excés de lumiére peut donc affecter la lumiere métabolisme et

croissance cellulaire (Z Dubinsky., 2013).
111.1.3. Les systemes de culture
Il existe deux types de systemes de production :

Les systémes dits ouverts comme les bassins et les systéemes fermés (bioréacteurs et photo

bioréacteurs.
111.1.3.1. Les bassins artificiels ouverts

Il s'agit d'une méthode simple et couramment utilisée dans les travaux artisanaux sur de
grandes surfaces. L'un des principaux avantages de ce systéme est l'utilisation de la lumiere
naturelle comme source lumineuse. Cela permet aux fabricants d'économiser des codts
supplémentaires. Cependant, ce systeme de production de micro algues présente de nombreux

inconvénients.
- Absence de contrble des conditions de culture (lumiere, température, etc.).
- Contamination possible par d'autres organismes (bactéries, champignons, levures, etc.).
- Exposition a la pluie, a la poussiere, etc. (sauf si la piscine est couverte).

Les systemes ouverts sont les plus répandus aujourd'hui. Certaines proposent également
des améliorations (automatisation, gestion nutritionnelle, ajustement des conditions de culture,

etc.) (figure 3).
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Figure 03 : Exemples de bassins de spiruline. A droite des bassins améliorés a Hawali

(N’goran Urbain Florent Niangoran.,2017)
111.1.3.2. Les cultures en milieu contrélé : le photo bioréacteur

Un bioréacteur, aussi appelé fermenteur ou propagateur, est un appareil qui cultive des
microorganismes (levures, bactéries, microbes, micro algues) pour produire de la biomasse.

Dans cette salle, nous vérifions le substrat pour la culture.

Les photo bioréacteurs different des bioréacteurs conventionnels en ce qgu'ils ont
fondamentalement un autre élément ajouté lumiere. Les photo bioréacteurs se présentent sous
différentes formes, les plus couramment utilisées étant planes et tubulaires. Une forme tubulaire
est préférée pour la culture de la Spiruline. En effet, il facilite le déplacement des micro algues

le long des bords, évitant ainsi la destruction des micro algues.

Figure 04 : Image d'un photo bioréacteur (N’goran Urbain Florent Niangoran .,2017).

111.1.4. Les modes de cultures

Quel que soit le type de culture, la reproduction des cyanobactéries est asexuée et se fait

par division. Les individus sont divisés en deux individus génétiquement et morphologiquement
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presque identiques. Le temps nécessaire pour que le nombre de cellules viables double est
appelé temps de doublement ou temps de génération (td).

111.1.4.1. Le mode batch

Cette méthode de culture est facile a mettre en ceuvre et permet d'étudier le taux de
croissance des micro algues. En mode culture batch, tous les éléments nécessaires a la culture
(lumiére, nutriments) sont apportés en une seule fois au démarrage de la culture. Au fil du
temps, la population de micro algues augmente jusqu'a ce qu'un ou plusieurs facteurs de culture
(généralement des nutriments) soient épuisés. La croissance des micro algues en mode

discontinu est representée par une courbe bien définie (figure 5).

Biomasse

v

Temps

Figure 05 : Courbe de croissance des micro algues en mode batch (A. Richmond .,2004)
Cette courbe comprend quatre phases :

A : La phase de latence (1) : C'est I'étape d'adaptation des microorganismes au milieu. Cette
étape varie selon le type de microorganisme et le type de milieu, mais est généralement courte.

Peu ou pas de croissance .

B : La phase de croissance exponentielle (2) : A ce stade, le taux de croissance est maximum et

constant.

C : La phase stationnaire (3) : La population microbienne restera constante (la quantité de
cellules en croissance est égale a la quantité de cellules qui meurent). Cela est di au manque de

nutriments ou a la présence de toxines dues a la régénération cellulaire.
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D : La phase de décroissance (4) : C'est le stade de la mort, ou les cellules meurent de fagon
exponentielle (perte irréversible de fertilité). Dans ces conditions de culture défavorables,
certaines especes entrent en dormance cellulaire et reprennent leur croissance dans un nouvel

environnement adapté (A. Richmond.,2004) .
111.1.4.2. Le mode continu ou mode flow

Dans ce mode, I'objectif est de maintenir le volume moyen constant pendant I'incubation.
Par consequent, le milieu de culture est alimenté en continu une fois que la concentration
cellulaire souhaitée est atteinte. Théoriqguement, cette méthode pourrait maintenir la culture a
un taux de croissance constant dans des phases exponentielles. Permet I'étude de la croissance
microbienne en présence de faibles concentrations de nutriments. Ceci est comparable aux

conditions trouvées dans l'environnement naturel.
111.1.4.3. Le mode fed-batch ou semi continu

Dans les cultures fed-batch, le milieu est ajouté lorsque la croissance est en phase
stationnaire. Le volume dans le réservoir augmente alors avec le temps. Le débit est ajusté pour
que la concentration en substrat dans le réservoir soit constante et que les effets de dilution
n'inhibent pas la production de biomasse. La culture se développe jusqu'a ce qu'elle atteigne a
nouveau la phase stationnaire. Aprés cela, il est possible de prendre un certain montant. Fed-
Batch permet en effet un gain de temps, une productivité accrue et la possibilité de changer de

milieu en cours de culture (S. Carmaux.,2008).
111.1.5. Récolte

Les huit étapes de la récolte a I’emballage final sont:

Filtration et nettoyage dans le bassin de culture,

- Pré-concentration : la biomasse est lavée a 1’eau pour réduire la teneur en sel,

- Concentration pour retirer le maximum d’eau de la biomasse,

- Neutralisation a I’aide d’une solution acide,

- Désintégration a I’aide d’un broyeur pour briser les trichomes,

- Déshydratation par séchage : pulvérisation ou atomisation (étape qui colte de 20 a
- 30% du codt total de la production),

- Stockage dans des réserves séches, fraiches, non éclairées, et propres.
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La spiruline a été récoltée apres 7 jours, I'eau du récipient a été pompée, filtrée deux fois
(filtre 60 pm) pour obtenir une pate de spiruline humide, lavée a I'eau douce et filtrée sur maille
trés fine (environ 40 microns, filtre gradué ou avec filtre vibrant), la le pistolet extruder
transforme la biomasse en fils de type spaghetti. Celles-ci sont séchées a basse température et

pulvérisées pour obtenir de la poudre de Spiruline (Audrey Manet.,2016).
111.1.6. Séchage

Le séchage au soleil est trop volatil pour étre utilisé. Les producteurs de spiruline utilisent
le séchage par ventilation a basse température pour empécher la spiruline de se dénaturer et
conserver ses propriétés d'origine. Le séchage par atomisation utilisé dans la grande industrie
réduit la teneur en vitamines, en particulier la vitamine E (Audrey Manet.,2016).

111.1.7. Tests avant la mise sur le marché

Pour une spiruline de qualité, il faut du personnel respectant les normes d’hygi¢ne et de
qualité de type ISO et HACCP a toutes les phases de la chaine : ensemencement, maturation,

récolte, sechage, conditionnement avec une surveillance et une tracabilité continue et optimale.

Des normes de qualité et de sécurité sont appliquées a la vente de la spiruline, garantissant

I'origine, I'adéquation, les techniques de récolte, de séchage et de conditionnement.

Leur sécurité est vérifiée dans la partie 3 et comprend des tests microbiologiques, la
composition chimique, le contrdle de la teneur en métaux lourds, la recherche de la présence de

pesticides et de substances étrangeres (Audrey Manet.,2016).
111.1.8. Formes et modalités d’achat
La spiruline peut étre mise en vente sous diverses formes :

e Enpaillettes, C'est la forme la plus représentative de ce qu'est réellement la spiruline,
et généralement la moins chere car non transformée, mais elle a I'inconvénient

d'avoir une odeur assez forte.
e Enpoudre, Ce n'est rien de plus que des flocons, ils sont ecrasés.
e Encomprimés, Il a pour effet de masquer I'odeur et le goQt uniques de la Spiruline.

e Engélules; La gélule peut étre d’origine végétale ou d’origine animale. L utilisation
d’une gélule permet de supprimer 1’éventuel golit désagréable mais peut
malheureusement conduire a un co(t plus important que sous forme de poudre ou

de paillette.
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e En liquide, Il s'agit en fait d'un extrait de Spiruline... c'est donc la forme la plus
transformée a surveiller, car tous les nutriments ne sont pas forcément présents en
quantités intéressantes (par exemple I'extraction a I'eau ne contient pas de lipides ni

de graisses). Les vitamines solubles ne peuvent pas étre récupérées.)

Parce que la spiruline est un complément alimentaire et non un médicament, sa vente est
autorisée partout : pharmacies, petits magasins diététiques, internet, petits marchés locaux,
supermarchés, etc. Par exemple, tout n'est pas trés clair concernant les propriétés nutritionnelles

attribuées a ces produits.

Reprenons le cas de I’extrait de spiruline, le Spirulysat ® : le site vante des qualités
nutritionnelles qui & premiere vue ont 1’air correctes, mais la quantit¢ de référence n'est
mentionnée nulle part... Ainsi, la quantité de protéines indiquée est supérieure a 0,2 g, mais la
quantité de l'extrait ne contient que 110 mg de spiruline, il est donc difficile de croire qu'il s'agit

d'une seule ampoule d'extrait de spiruline (Morgan Proy.,2019).
111.1.9. Conseils d’utilisation
111.1.9.1. Posologie

La spiruline doit étre prise progressivement :

La premiére semaine de prise est limitée a 1 g par jour, permettant au systeme digestif de
s'habituer a cette nouvelle substance et rappelant qu'elle est trés riche en nutriments, elle peut

étre augmentée progressivement selon la dose cible.
Cela dépend de la personne :

Les personnes sedentaires qui souhaitent stimuler leur systeme immunitaire n'ont pas

besoin de consommer autant de spiruline que les sportifs de haut niveau en compétition.

Tous les laboratoires de suppléments qui vendent de la spiruline recommandent de ne pas
dépasser 10 g par jour. Les laboratoires pour adultes fournissent un tableau de dosage

intéressant (tableau 4).

Tableau 04 : Exemples de posologies utilisables pour la spiruline (Morgan Proy.,2019).
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Dose journaliere que |’on pourrait néeanmoins recommander pour un adulte :

En bonne santé 1,5¢ - 2,5¢
Quadragénaires en manque tonus 2,5 - 3¢g
Qui souhaite traiter une fatigue passagere 39

Qui souhaite lutter contre |’épuisement, ’asthénie 3,5¢

Qui souhaite faire face a une maladie et/ou pendant une convalescence||4g

Qui est sportif 4g - 10g

111.1.9.2. Effets secondaires

Les effets secondaires causés par la spiruline surviennent généralement lorsque vous
surdosez I'une des premiéres doses sans laisser a votre corps le temps de s'habituer a prendre de

la spiruline.

Maux de ventre, diarrhée, constipation, nausées et maux de téte sont un florilege

d'inconforts rapportés par certaines personnes.

Il'y a eu des cas d'éruptions cutanées légéres, et la littérature suggere que cela est di a la
détoxification de l'organisme, mais il faut faire preuve de prudence concernant d'éventuelles
réactions allergiques. Des cas documentés de développement d'urticaire et d'asthme apres avoir
ingéré seulement 2,5 g de comprimés de spiruline (Morgan Proy.,2019).

111.1.9.3. Avis et expériences vis-a-vis de la spiruline

Le co-fondateur d'un site internet qui a pour but de vendre des produits naturels contenant
de la spiruline a accepté de contribuer a ces travaux. Indiquer leur expérience personnelle et

leur satisfaction avec le produit.

Tous les témoignages rapportent des effets positifs tels que :

Nouvelles énergies et sons

- Santé musculaire

- Soulagement de I'acné hormonale et des crampes menstruelles
- Des cheveux et des ongles plus sains

- Amélioration du transport intestinal
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- Elimination de la carence en fer

- Amélioration du sommeil

- Améliorer les performances sexuelles

- Un systéme immunitaire plus efficace

- Réduire les douleurs articulaires
111.1.9.4. Conseils associés

Comme pour toute prescription, en plus du produit, des conseils doivent étre donnés pour

permettre son utilisation avec l'intelligence appropriée.

Divisez votre dose quotidienne en deux prises, de préférence le matin et le midi. Eviter

dans tous les cas, la spiruline doit étre prise le soir en raison de son effet stimulant.
- Utilisez de I'eau tiede claire pour diluer la poudre.

- Mangez des fruits riches en vitamine C (comme le kiwi) en cas d'ingestion améliore

I'absorption du fer non humique présent dans la spiruline.

- Ne pas utiliser dans des préparations chaudes ou cuire car risque de perte toutes les

valeurs nutritionnelles ciblées.

- Peu importe la couleur du pouf : pigment riche en spiruline les selles peuvent étre de

couleur vert foncé/noir.

- Tenir a I'écart des sources de chaleur, de lumiére et d’humidité (Morgan Proy.,2019).
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Chapitre I Matériels et méthodes

Notre travail a été réalisé dans les laboratoires du Centre Universitaire de Mila

département des sciences de la nature et de la vie, et le laboratoire d’analyses médicales Dr

Mirouh. A a Ferdjioua ; 2023.

Cette étude concerne la culture d’une souche de la Spiruline (Arthrospira platensis) aprés
I’évaluation de deux activités biologiques (anticoagulante et antibactérienne) de I’extrait hydro

alcoolique de cette espéce.

L’étude concerne également la préparation d’une gamme de produits cosmétiques a base

de cette algue et un autre produit alimentaire destiné pour les sportifs.
I.1. Matériel et méthodes

1.1.1. Matériel

A/Materiel biologique :

Souche de Spiruline :

Les échantillons de la souche meére d’Arthrospira platensis sont obtenues a partir de

Biofarm Al-Kiram de la région de Biskra.
B/Matériel non biologique : (annexe 01)
1.1.2. Méthodes

1.1.2.1. Culture de la Spiruline

1.1.2.1.1. Préparation des milieux de cultures

Le milieu de culture est le milieu nécessaire et convenable pour nourrir I'Arthrospira

platensis.

Dans cette étude la spiruline a été cultivé en utilisant deux milieux de cultures : Le premier
milieu de culture utilisé est le milieu Zarrouk, ce milieu contient tous les éléments nutritifs
nécessaires a la croissance de Spirulina Platensis a des concentrations bien supérieures aux
besoins de 1’algue (Zarrou.,1966). Le deuxiéme, est le NPK : 20-20-20 +T. E engrais de qualité

complexe
A/ Milieu de culture "* Zarrouk ** :

Le milieu standard de Zarrouk (tableau 5), trés souvent cité et servant de référence, mais
pas tres économique, il est préparé a partir de I'eau distillée et il contient, en g/litre les

constituants suivants :
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Tableau 05 : Compositions de milieu de culture (Zarrouk)

Eléments Quantité (g/1)
Na HCO3 16.8
K2 HPO4 0.5
Na NO3 2.5
K2 SO4 1
Fe SO4, TH20 0.01
Na Cl 1
Mg SO4, 7H20 0.2
CaCh 0.04
EDTA 0.08

On a commencé premiérement par la mesure a 1’aide d’une balance les réactifs chimiques

nécessaires pour la préparation du milieu Zarrouk dans 1L de I ’eau distillée puis on a mélangé
tous avec un agitateur afin de les dissoudre.

PP

Pl

Figure 06 : Pesage des réactifs chimiques pour le milieu Zarrouk (Photo personnelle., 2023).

Apreés cela, nous ajoutons 1 ml de la solution A5 qui se compose de plusieurs éléments
(tableau 6) et on les mélange de la méme maniére précédente.
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Tableau 06 : Composition de la solution A5, en g/l.

Eléments Quantité (g/1)
CuSO4, 5SH20 0.079
H3BO3 2.86
MnCl2, 4H20 1.81
ZnS0O4, 7TH20 0.222
MoO3 0.015

Le milieu préparé doit étre conservé dans des flacons et conserver pendant une semaine

apres stérilisation par autoclavage.

Figure 07 : les éléments chimiques de milieu Zarrouk (Photo personnelle., 2023).

B/ Milieu de culture "NPK"":

C'est un milieu qui est principalement composé de 1’azote, de phosphate et de potassium.
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Figure 08 : les éléments chimiques de milieu NPK 20-20-20+T.E (Photo personnelle.,
2023).

Nous mélangeons 10 g de NPK avec 1 L d’eau puis on melange avec un agitateur afin de

les dissoudre.
1.2.1.2. Ensemencement
La culture de la spiruline se fait en deux milieux de culture (milieu Zarrouk et le NPK).

e Apres la préparation des milieux on ajout progressivement 1 litre de la souche de spiruline
a chaque 4 litre de milieu de culture. Dans les mémes conditions d’éclairage.
L’éclairement ou 1’énergie lumineuse en jour pour les cultures est fournie par une lampe
d’aquarium. Avec une minuterie qui fonctionne de 6 :00 heures du matin jusqu’a 20 :00
heures du soir. Une agitation était nécessaire pour permettre aux cellules 1’accés aux
nutriments et a la lumiere, elle a été assurée par une pompe d’air aquarium que nous avons
actionné 30 min d’agitation et 15 min de repos pendant la journée et 15 min d’agitation et
2 h de repos pendant la nuit. Le PH a été mesuré a I’aide d’un PH-meétre ; Il varie entre 9
et 10.
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Figure 09 : culture de la spiruline dans les deux milieux (Photo personnelle.,2023). (a) : le
milieu NPK. (b) : le milieu Zarrouk)

1.2.2. Extraction et dosage des polyphénols totaux
1.2.2. 1. Extraction des composés phénoliques par macération hydro-méthanolique

Une quantité de 50g de la poudre (spiruline) est macérée dans une 500 ml d’une solution
de méthanol/eau (70 : 30, v/v) sous agitation mécanique a température ambiante pendant 3
jours, apres filtration, Le filtrat obtenu est soumis ensuite a une évaporation par rota-vapeur.
Permettant ainsi d’obtenir un extrait, qui est considéré comme étant I’extrait brut (résidu sec),
qui est ensuite stocké dans des boites de Pétries en verre fermées hermétiquement a I’abri de la

lumiére jusqu’a utilisation (figure 10).
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\'7 Evaporation par le rota-vapeur ‘ ’ Séchage et Conservation de
; ) résidu sec

Figure 10 : Représentation schématique des étapes réalisées pour la préparation de 1’extrait

hydrométhanolique. (Photo personnelle.,2023).
e Détermination des rendements des composés phénoliques

Le rendement des extraits bruts est calculé par le rapport entre le poids de 1’extrait sec et

celui de la plante en poudre. 1l est exprimé en pourcentage selon la formule suivante :

[ R % =(Me /Mv) x100 J

R%: Rendement en %.
Me: Masse d’extrait apres évaporation du solvant.

Mv: Masse de la matiére végétale utilisée pour I’extraction.
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1.1.2.1.2. Dosage des polyphénols totaux par colorimétrie (méthode de FolinCiocalteu).
e Principe

En milieu alcalin, les phénols réduisent le meélange d'acide phosphotungstique et
phosphomolybdique en oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne. Cette propriéte est utilisee
pour le dosage des composés phénoliques du vin en faisant appel au réactif de FOLIN DENIS
ou de FOLIN CIOCALTEU (Singleton et ROSSI.,1965) ont confirmé, la supériorité du second
réactif (coloration plus forte, plus stable et absence de troubles). La coloration produite, dont
I'absorption maximum a 765nm est proportionnelle a la quantité de polyphénols présentes dans

les extraits veégétaux (Boizotet Charpentier., 2006).

e Protocole de dosage

La détermination des concentrations des polyphénols totaux de I'extrait brut est effectuée
a I'aide de la méthode de Folin-Ciocalteu (Cheok C et al.,2013). Un volume de 200 pL d’extrait
végétal a déférentes concentration est introduit dans un tube a essai, 1 mL de ractif Folin-
Ciocalteu (dilué au 1/10eme dans le méthanol) y est additionné. Aprés incubation de 4 min a
température ambiante, 800 uL d’une solution aqueuse de carbonate de sodium (7,5 %) sont
ajoutés. La solution finale est mélangée et conservée a I’obscurité pendant 2 heures.

L’absorbance est mesurée (765 nm contre un blanc).

200pl d’extrait végétal

Aprés 4 minutes 800 ul de carbonate
de sodium (7,5%)

Incubation 2 heure a température
ambiante et a ’obscurité

1 ml de réactif de Folin Cobalteu(FCR) ’
dilué 10 fois

Lecture 2 765 nm

Figure 11 : Protocole de dosage des polyphénols totaux (Cheok C et al.,2013).
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A T’aide d’un spectrophotométre. Une courbe d’étalonnage (y= ax) est réalisée en
paralléle dans les mémes conditions opératoires en utilisant I’acide gallique comme standard,
concentration massique 0.75g/1, des solutions filles sont ainsi préparées a différentes

concentrations.

Les résultats sont exprimés en mg équivalent acide gallique par 1g du poids sec de

I’extrait.
1.1.2.2. Evaluation des activités biologiques
1.1.2.2.1. Activité anticoagulante

Cette activité a été évaluée in vitro vis-a-vis des deux voies de la coagulation (la voie
endogene et la voie exogene) sur un pool des plasmas normaux déplaquettés et a 1’aide de deux

tests chronométrique globaux, le test de temps de céphalin-kaolin (TCK) et le test de temps de

Quick (TQ).
e Préparation du serum déplaquettée

Un plasma pauvre en plaquettes est préparé a partir du sang de 10 volontaires sains non
traités, gés entre 24 et 26 ans dont les TCK les TQ sont normaux et comparables (Athukorala
et al., 2007).

Le sang de chaque volontaire est prélevé par ponction veineuse dans un tube en plastique
contenant une solution anticoagulante de citrate de sodium a 3.2% a raison de 1 :9 (citrate :
sang). Le sang est ensuite centrifugé pendant 10 min a 3000 rpm pour obtenir le plasma pauvre
en plaquettes. Le mélange de ces plasmas est conservé a -10 °C jusqu’a son utilisation
(Athukorala et al.,2007).

A- Activité anticoagulante vis-a-vis la voie endogene (TCK)
e Principe

L’évaluation de I’activité anticoagulante des extraits vis-a-vis la voie endogene de la
coagulation a été réalisée en utilisant le temps de céphaline -kaolin ou le temps de
thromboplastine partielle activé, un test qui permet d’explorer 1’activité des facteurs 11, V, VIII,
IX, X, Xl et XII (annexe 2) de la voie endogene et la voie commune de la coagulation (Rizzo
et al., 2008).

Ce test consiste a mesurer le temps de coagulation a 37 °C d’un plasma pauvre en

plaquettes (PPP) et citrate mis en présence de phospholipides (la céphaline) substitut du facteur
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3 plaquettaire (F3P) d’un activateur du systéme contact (Prékalikriéne, Kininogeéne de haut
poids moléculaire et le facteur XII) qui est généralement le Kaolin et de calcium comme un
facteur déclenchant (Caquet., 2004).

e Mode opératoire

L’activité des extraits et de certains de leurs composés est établie sur 100 pl de ce plasma
qui est mélangé avec différents volumes de ces solutions (10, 20, 30 ul) préparées a une
concentration donnée. Aprés 15 min. d’incubation a 37°C, 100 ul de céphaline-kaolin est
additionnée au mélange qui est réincubé durant exactement 3 min sous agitation a 37°C. Le
temps de coagulation est alors déterminé a I’aide d’un coagulomeétre par ajout de 100 pl de

chlorure de calcium (0,025M) préchauffé (Wang et al., 2010).

100 l de ce plasma pauvre en plaquettes

Aprés 15 min. d’incubation 3 37°C

100 pl de céphaline-kaolin est additionnée

Ré incubé durant exactement 3 min sous agitation a
37°C.

100 wl de chlorure de calcium (0,025M) préchauffé

Determiner TCK

Figure 12 : étapes de la voie endogéne (TCK).
B- Activité anticoagulante vis-a-vis la voie exogéne (TQ)
e Principe

L’activité anticoagulante des échantillons et de leurs constituants vis-a-vis la voie
exogene de la coagulation a été déterminée en utilisant un test de coagulation appelé le temps
de Quick ou le taux de prothrombine (TP) est le test qui explore les facteurs 1, V, VIl et X de
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la voie extrinseque et la voie commune de la coagulation (Rizzo et al., 2008). La technique
originale a été décrite par Quick en 1935.

Ce test consiste a mesurer le temps de coagulation a 37C° d’un plasma pauvre en
plaquettes en présence d’un mélange de facteurs tissulaires et des phospholipides (la
thromboplastine) et de calcium. Les facteurs de la voie exogéne donc sont activés et le temps

qui s’écoule jusqu’a la formation du caillot est mesuré (Athukorala et al., 2007).
e Mode opératoire

L’effet des extraits sur la voie exogene de la coagulation a été évalué selon le protocole
décrit par Wang et ses collaborateurs (2010), 100 ul de plasma pauvre en plaquettes préchauffé
durant 2 min a 37C° est mélangé avec différents volumes des extraits et de certains de leurs
composés (10, 20, 30 ul), préparés a une concentration donnée. Aprés 15 min. d’incubation a
37°C, 200ul de thromboplastine calcique (préchauffée au moins 15 minutes a 37°C) est
additionné au mélange et le temps de la coagulation est alors enregistré a 1’aide d’un

coagulometre .

100 pl de plasma pauvre en plaquettes préchauffé durant 2

min a 37C°
10l 20pl 30ul

200pl de thromboplastine calcique (préchauffée au moins 15
minutes a 37°C)

8-

TP Determine

Figure 13 : Etapes de la voie exogene (TQ).
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1.1.2.2.2. Etude de ’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne in vitro vis-a-vis des différentes souches bactériennes a été

réalisée par la méthode de diffusion de disque ou les disques sont imbibés de 10 ul de 1’extrait

(Sokmen et al.,2004).
e Matériels du test de I’activité antibactérienne
A. Souches bactériennes

Les souches bactériennes sur lesquelles nous avons test¢ l'activité d’extrait
hydrométhanolique (tableau 7), sont de lots de 'ATCC (American Type Culture Collection),
ont été choisies pour leur haute pathogeénicité et leur multi résistance. Ce sont des especes Gram
négatif /ou Gram positif, pathogeénes et responsables d’infections graves chez ’homme et dont
la plupart sont résistantes aux antibiotiques. Elles sont activées a 37 °C pendant 24 heures par
repiquage sur milieu gélosé Muller-Hinton (MH).

Tableau 07 : Liste des souches bactériennes étudiées.

Genre et espece NCATCC Gram Famille
Pseudomona aeruginosa | 27853 - Pseudomonadacées
Escherichia coli 25922 - Enterobacteriacées
Bacillus Subtilis 6633 + Bacillaceae
Staphylococcus aureus 0827 + Staphylococcaceae

B. Les antibiotiques

Les antibiotiques utilisés dans ce travail sont : Gentamicine (CN10) et Trimethoprim-
sulfamethoxazole (SXT25).

C. Milieux de culture
Selon les souches bactériennes, nous avons utilisé les milieux de cultures suivants :

Mueller Hinton (MH) et I’eau physiologique.
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e Principe

Afin d’évaluer I’activité antimicrobienne des extraits de la spiruline, nous avons utilisé la

méthode de diffusion sur gélose par technique de disque.
e Méthode de diffusion sur disques

L’aromatogramme est basé sur une technique utilisée en bactériologie médicale, appelée
antibiogramme ou méthode par diffusion en milieu gélosé ou encore méthode des disques. Cette
méthode a I’avantage de s’appliquer a un trés grand nombre d’espéces bactériennes et d’avoir
été largement évaluée par 50 ans d’utilisation mondiale (Pibiri .,2006). L’aromatogramme se
réfere a la diffusion d'un agent antimicrobien d'une concentration spécifique a partir de disques
dans le milieu de culture solide, qui a été ensemencé avec I'inoculum. La méthode est basee sur
la détermination d'une zone d'inhibition proportionnelle a la sensibilité bactérienne a
I'antimicrobien présent dans le disque. La diffusion de I'agent antimicrobien dans le milieu de

culture ensemenceé résulte d'un gradient de I'antimicrobien.

Quand la concentration de I'antimicrobien devient si diluée qu'il ne peut plus inhiber la
croissance de la bactérie testée, la zone d'inhibition est démarquée (Manuel terrestre de
I'OIE.,2008). Plus le diamétre de cette zone est grand, plus la souche est sensible a

I’antibiotique. Plus il est petit, plus la bactérie est résistante (Pibiri., 2006).

Les disques devraient étre distribués de sorte que les zones d’inhibition autour des disques
ne se chevauchent pas et qu'ainsi la zone d'inhibition puisse étre déterminée. La méthode des

disques est facile a mettre en ceuvre, reproductible et ne nécessite pas d'équipement onéreux

(Manuel terrestre de I'OIE., 2008).
e Protocole
- Préparation du milieu de culture

Le milieu de culture approprié a cette étude est le milieu Muller-Hinton préparé comme

suit :

Dissoudre 38 g la gélose Muller-Hinton dans un litre d'eau distillée Faire bouillir avec
agitation jusqu'a dissolution compléte, puis auto-claver pendant 15 minutes a 120°C finalement

conter le milieu dans les boites de Pétri.
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- Préparation des disques

Des disques de papier Wattman N° 3 de 6 mm de diamétre, puis conservés dans des tubes

en verre stériles.
- Stérilisation du matériel

L'eau distillée, le milieu de culture, les tubes a essai utilisés dans la préparation des
solutions bactériennes et les disques enrobés dans du papier aluminium ont été stérilises a

l'autoclave a 120'C pendant 15 minutes.
- Préparation d’extrait méthanolique

L’extrait méthanolique de I’espéces étudiée a été dissous dans le diméthyle sulfoxyde
(DMSO) ( la concentration de la solution mére de chaque extrait est de 100 mg dissous dans 9
ml de DMSO (vt =1+9 =10 ml).

- Préparation de ’'inoculum

Les souches bactériennes sont ensemencées dans la gélose nutritive et incubées a 37°C
pendant 24 h, pour optimiser leur croissance. On racle a I'aide d'une anse de platine quelques

colonies bien isolées et identiques de chacune des souches bactériennes a tester.

Décharger I'anse dans 2 ml d'eau physiologique, La suspension bactérienne est bien
homogénéisée, son Opacité doit étre équivalente a 0,5 Mc Farland ou a une DO de 0,08 2 0.10
a 625 nm.

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

- Ensemencement et dépdt des disques

L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage sur boites pétri, un écouvillon est trempé

dans la suspension bactérienne, puis 1’essorer en pressant fermement sur la paroi interne du

tube.
L’écouvillon est frotté sur la totalité de la surface gélosée, d’en bas en stricts serrées.

L’opération est répétée deux fois en tournant la boite de 60° a chaque fois.
L’ensemencement est fini en passant I’écouvillon une derniére fois sur toute la surface gélosée.
L’écouvillon est rechargé a chaque fois qu’on ensemence plusieurs boites de pétri avec la méme
souche. Les disques imprégnés d’extrait sont déposés délicatement sur la surface de la gélose

inoculée a I’aide d’une pince stérile.
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De méme les antibiogrammes réalisés avec des disques contenant des antibiotiques
Gentamicine (CN 10) et Trimethoprim-sulfamethoxazole (Sxt 25) (témoin positif) appropriés
préts a ’emploi ont été utilisés pour la comparaison avec les résultats des extraits testés et les

disques Wattman imprégnés de DMSO (Témoin négatif). Finalement, les boites de pétri sont

incubées pendant 18 & 24h a 37°C.

Stérilisation et Préparation des
disques

Incubation Ensemencement et dépot
‘ des disques

Figure 14 : étapes de préparation de I’inoculum et méthode de diffusion des disque (photo
personnelle.,2023).

e |ecture

Apres l'incubation, 'effet des extraits se traduit par l'apparition autour de disque d’une
zone circulante transparente correspondant a I'absence de la croissance (Najjaa et al., 2007),

La lecture des résultats se fait par la mesure de la zone d'inhibition (a l'aide d'une régle (mm) a

I’intérieur de la boite (tableau 8).
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Tableau 08 : évaluation de ’activité antibactérienne selon diamétre d’inhibition (Choi et al.,

2020).
Observation Signe Diameétre
Non sensible ) =8 mm
Sensible &) 8aldmm
Treés sensible ++) 15220 mm
Extrémement sensible (+++) < de 20 mm
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I1.1. Résultats de culture
11.1.1. Observation microscopique

Au laboratoire 1’observation microscopique au cours de la période de I’expérience nous
a permis de surveiller la morphologie et les caractérisations de la spiruline (changement des

colures, la taille et la forme...) (figure 15).

Figure 15 : Observation microscopique de la spiruline (photo personnelle,2023)

D’apres la photo de microscope optique nous pouvons conclure que la forme de cette

souche est droite
11.1.2. Couleur

Le tableau suivant (Tableau 9) montre les différentes possibilités qui peuvent se

produire en observant la couleur du milieu (Goulambasse.,2018).

Tableau 9 : Couleurs du milieu de culture avec leur signification (Goulambasse.,2018).

Jaune
Jaune Jaunet+écume | . . Incolore
gnsatre
Culture trop Culture en Trop~ e Lyse+exo Contamination (fxltur'c PP on
ombragée odusts s—- lysaccharides |bactérienne SPcets P e
g santé photolyse Pos : prédateurs

D’apres ce tableau, une culture en bonne santé est celle de couleur verte. Lorsque la
culture vire au jaune, elle est exposée a un fort ensoleillement. Lorsque que la lumiere est trop

forte et que la culture est de couleur jaune avec des écumes, il y a lyse (destruction des cellules).
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Lorsqu’elle a une couleur jaune grisatre ou incolore, le probléme est li¢ a la présence d’autres
microorganismes nuisibles a la spiruline (Goulambasse.,2018).

11.1.3. Récolte

Une récolte a pu étre réalisée a la fin de la période d’expérimentation c’est a dire apres

20 jours de culture. Le poids de la biomasse obtenue est de 2.00 g au milieu Zarrouk et de
1.05g au milieu NPK.

Figure 16 : la récolte de spiruline ((a)filtration (b) milieu NPK (c) milieu Zarrouk

11.2. Résultats de I’extraction et de dosage des polyphénols totaux

11.2.1. Rendement d’extraction

Les résultats du calcul du rendement massique et le pourcentage obtenu sont reportés
dans le tableau 10

Selon I’équation On obtient :

R % = (3.9 /50) x100
R% =7.8 %
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Tableau 10 : Rendement d’extraction a partir de la souche Algérienne.

Le rendement rendement massique pourcentage obtenu

Résultat 0.078 7.8%

Le rendement de 1’extrait hydro-méthanolique de Spirulina platensis obtenu dans cette
étude est 7.8 %.

e Discussion

Le rendement de I’extrait hydro-méthanolique de Spirulina platensis obtenu dans cette
étude est moins qu’a celui obtenu par Ali et Doumandji (2017) qui est 9.88% pour 1’extrait

méthanolique.

De facon général, Il est difficile de comparer les résultats avec ceux de la bibliographie,
le rendement n’est que relatif et dépend de la méthode et des conditions dans lesquelles
I’extraction a été effectuée. En effet, la méthode d’extraction affecte également le contenu total

en phénols et en flavonoides et ’activité antibactérienne (Lee et al., 2003) .
11.2.2. Dosage des polyphénols totaux d’Arthrospira platensis

Le dosage des phénols totaux des I’extraits méthanoliques préparés a partir de résidus sec
de spiruline a été effectué par la méthode spectrophotométrique adaptée avec le réactif de Folin-

Ciocalteu, en utilisant comme standard I’acide gallique.

Au cours du dosage des polyphénols et aprés I’addition du réactif de Folin-Ciocalteu, une
couleur bleue est apparue, ce qui confirme la présence des composés phénoliques dans I’extrait

méthanolique.

Les résultats obtenus sont exprimés en mg €quivalent d’acide gallique par gramme
d’extrait sec (mg EAG/g ES), en utilisant I’équation de la régression linéaire de la courbe

d’étalonnage tracée de 1’acide gallique (figure 17). (annexe 03)
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Figure 17 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

Nos résultats montrent que 1’extrait hydrométhanolique de spiruline contient une teneur
importante des polyphénols avec une valeur moyenne de (48 ,51+0.01). Calculée a partir de la
droite de régression de I’acide gallique donc notre résultat est supérieur au résultat trouvé par

Boussahel et al (2013) qui ont obtenu (33,65 + 2,5 mg EAG/g d’extrait).

La raison de cette différence de composés phénoliques est due aux conditions climatiques

dans lesquelles vie la spiruline
11.3. Détermination de I’ Activité anticoagulante de la spiruline
A- Lavoie endogene (TCK)

D’aprés les résultats obtenus pour le TCK (Figurel8), il ressorte que les polyphénols

présents dans la spiruline ne sont pas capables de I'allonger significativement
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Figure 18 : Capacité anticoagulante de la spiruline vis-a-vis de la VVoie endogéne TCK.

On peut supposer que les facteurs de coagulation de la voie intrinseque restent normaux
en présence des polyphénols de spiruline. Conformément a cette observation, Manallah, (2012)
montrent que le TCK soit normal lorsque les facteurs de coagulation de la voie intrinséque
soient normaux ; facteur du systeme contact (facteur XII et XI, Kininogéne de haut poids
moléculaire, Prékallicréine), complexe anti hemophilique (facteur IX, facteur VIII), complexe
de la prothrombinase (facteur X, facteur V), prothrombine (facteur I1) et fibrinogéne (facteur

). (annexe 3)

En plus, on propose que les polyphénols n'ont par ailleurs aucune influence sur
I'interaction entre le facteur XII et la surface électronégative de l'activateur kaolin. Cette
interaction induit 1’activation séquentielle des facteurs XI, IX, X et la thrombine (facteur II)

annexe 1, et déclenche par conséquence la voie endogene de coagulation (Manallah, 2012).
B- Voie exogene (TQ)

L’activité anticoagulante des échantillons et de leurs constituants vis-a-vis la voie
exogene de la coagulation a été déterminée en utilisant un test de coagulation appelé le temps
de Quick ou le taux de prothrombine (TP) qui allongé par rapport a un témoin de TQ de (17.7s),
et un témoin positif qui présente un temps d’allongement maximal (plus de Smin) n’existe pas

une coagulation donc incoagulable.

D’apres les résultats obtenus pour le TQ (Figure 19), il apparait clairement que 1’extrait

méthanolique de la spiruline avec les trois concentrations (10ul, 20ul, 30ul) ne présente aucun
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effet anticoagulant par rapport au TQ normale (17 ,7 s), et incapables de 1’allonger

significativement
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Figure 19 : Capacité anticoagulante de la spiruline vis-a-vis de la VVoie exogéne TQ.

Nous avons fait une étude sur I'extrait de spiruline pour voir s'il est dangereux pour I'usage
alimentaire des malades de la coagulation sanguine ou non, et on a constaté que le résultat de
I'extrait de spiruline est trés proche du réactif négatif, nous pouvons donc dire gqu'il est non

anticoagulant, ainsi que non saignant, et donc idéal et sans danger pour la consommation.

Globalement, on peut déduire que le polyphénol de spiruline indic n’exercent aucun effet

anti-anticoagulant sur la voie exogene et aucun effet anti-anticoagulant sur la voie endogene.
11.4. Détermination de I’Activité antibactérienne de la spiruline
11.4.1. Détermination de ’activité antibactérienne des antibiotiques et de DMSO

Les résultats de I’antibiogramme par la méthode de diffusion en disque de quatre souches
testées sont représentés dans le tableau 11 .
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Tableau 11 : Diamétre des zones d’inhibition des deux antibiotiques (témoin positif) testés et

de DMSO (témoin négatif)

Les témoins Témoin positif (Les Témoin négatif
antibiotiques)
Les Gentamicine Trimethoprim
Bactéries sulfamethoxazole DMSO
CN 10 SXT25

Bacillus Subtilis 23 21 -
Escherichia .Coli 20 22 -
Pseudomonas aeruginosa 27 - -
Staphylococcus aureus 26 39 -

(-) : Absence de zone d’inhibition

D’apres les résultats obtenus dans le tableau 11 et la figure 20 nous soulignons une
variabilité dans la réponse des souches étudiées ( Bacillus Subtilis , E . coli , Pseudomonas
aeroginosa ,Staphylococcus aureus ) , vis-a-vis des antibiotiques (T+) testé . Par contre aucune

réponse n’a été présentée avec DMSO (T-).

Bacillus subtilis est une bactérie a Gram (+), elle est extrémement sensible a I'antibiotique
CN10 (diametre de zone d'inhibition de 23 mm), alors qu'elle a montré une sensibilité vis-a-

vis de Gentamicine (diametre de zone d'inhibition de 21 mm).

La bactérie E. coli (Gram -) est sensible a CN10 avec un diametre de zone d'inhibition de

20 mm, alors qu'elle est sensible a SXT25 avec un diametre de 22 mm.

Pseudomonas aeruginosa (Gram -) est extrémement sensible vis-a-vis de CN10 avec un

diamétre de zone d'inhibition de 27 mm, alors qu'elle n’a pas montré une sensibilité a

I'antibiotique SXT25 .

Staphylococcus aureus est une bactérie a Gram (+), elle est extrémement sensible a
I'antibiotique SXT25 (diameétre de zone d'inhibition de 39 mm), alors qu'elle a montré une

sensibilité vis-a- vis de Gentamicine (diamétre de zone d'inhibition de 26 mm).

La sensibilit¢ de la souche Pseudomonas aeruginosa aux CN10 testés a montré un

meilleur résultat par rapport aux autres bactéries étudiées avec un diamétre de zone d'inhibition
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de 27 mm suivi par Staphylococcus aureus avec un diametre de zone d'inhibition de 26 mm, et

enfin Bacillus Subtilis et E. coli avec un diamétre de zone d'inhibition de 23,20mm .

D'autre part la sensibilité de souche Staphylococcus aureus a l'antibiotique SXT25 a
montré un meilleur résultat par rapport aux autres bactéries étudiées avec un diamétre de zone
d'inhibition de 30 mm suivi par E. coli Bacillus Subtilis avec un diametre de zone d'inhibition

de 22,21 mm, et enfin aucun réponse n’est présentée avec Pseudomonas aeruginosa.

Figure 20 : Effet des antibiotiques et de DMSO sur les bactéries testées (photo personnelle ,
2023)

11.4.2. Résultat de ’activité antibactérienne de I’espéece étudiée

Dans notre étude on trouve une zone d’inhibition donc ’extrait a un effet bactérien sur

les souches étudiées.

Selon les résultats enregistrés (tableau 12 ), nous soulignons que 1’extrait de notre espéce

(Arthrospira platentis) présente un effet sur les bactéries étudiees.
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Tableau 12 : diametre des zones d’inhibition de la croissance microbienne testés par I’extrait

de spirulina platensis

Diameétre de zone d inhibition (mm)
Gram Souche bactérienne Extrait méthanolique
Staphylococcus aureus 12
Positif
Bacillus subtilus 11
Escherichia coli 7
Négatif
Pseudomonas aeruginosa _

D’aprés les résultats obtenus, il apparait que I’effet antibactérien de Spirulina platensis
est présent sur les trois souches étudiés (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilus, Escherichia

coli) , mais absent sur la souche (Pseudomonas aeruginosa)

Nos résultats de I’activité antibactérienne de la spiruline s’accordent avec les travaux de

recherche déja effectués. On cite parmi eux :
» Bacteries Gram postif

e Staphylococcus aureus

La plus grande zone d’inhibition obtenue par Ali et Doumandji (2017) avec I’extrait
hydrométhanolique de spiruline qui est 21mm contre Staphylococcus aureus suivi par les
résultats de Usharani et al (2015) (ont rapporté que I'extrait brut de méthanol de Spirulina
platensis a montré la zone d'inhibition moyenne la plus élevée pour Staphylococcus aureus (19
+ 0,3 mm) puis les résultats d” EI-Monem et al (2018) (extrait méthanolique donne une zone
d'inhibition d'environ 16 mm de diametre) et finalement les résultats de Rao et al (2010). (S.

aureus 15. 20 mm)
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e Bacillus subtilus

La plus grande zone d’inhibition obtenue par Ali et Doumandji (2017) avec 1’extrait

méthanolique de spirulina qui est 43mm
Finalement les résultats de Rao et al (2010) (B. subtilus 12. 63 mm)
» Bactéries Gram négatif
e Escherichia coli

La plus grande zone d’inhibition obtenue par EI-Monem et al (2018) avec I’extrait

méthanolique est de 10 mm.
La zone minimale d'inhibition obtenue par Chakraborty et al., (2015) (E.Coli , 6 mm)
e Pseudomonas aeruginosa

La plus grande zone d’inhibition obtenue par Ali et Doumandji (2017) avec I’extrait
méthanolique de spirulina qui est 31mm suivi par les résultats d’Usharani et al (2015) avec
I’extrait méthanolique qui est 18 mm. La zone minimale d'inhibition obtenue par EI-Monem et

al (2018) est de 9 mm. Mais aucune zone d’inhibition n’est obtenue par (Rao et al., 2010)

Pour Arthrospira platensis . On peut montrer a partir de notre étude la présence de 1’effet
antibacterien , sur certains souches bactériennes de gram positif et négatif .cette présence est
due a la présences des métabolites secondaires réputé pour 1’effet antibacterien (Havsteen
2002 ; Sosa et Tonn., 2006) ( Annexe 4)

Le diameétre de la zone d’inhibition différe d’une bactérie a une autre et d’un extrait a un

autre.

L’extrait hydrométhanolique de Spirulina platensis a des déférentes concentrations a

montreé différentes plages de zones d'inhibition.

D’une maniére générale lorsque la concentration de I'extrait est augmentée, une activité

inhibitrice accrue est observée. (Bougoffa S et Hamidi .A .,2020)
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Conclusion et perspectives

Les spirulines (Arthrospira platensis), sont des cyanobactéries qui ont une composition
chimique riche en différentes constituantes, parmi ces derniers le composant majeur est les

protéines, les lipides, les glucides, ainsi que les vitamines et les minéraux...... etc.

Cette composition donne a la spiruline, un statut trés important qui sera impliqué dans le
monde car sa richesse alimentaire pour la lutte contre la malnutrition et aussi pour I'amélioration

des produits énergétiques.

De méme la spiruline, est un complément alimentaire ; plusieurs chercheurs font des
expériences sur son effet thérapeutique et sanitaire ils ont trouvé que son intérét touche plusieurs

domaines de vie.

Au terme de notre étude portant sur la culture de spiruline, D’aprés la photo de
microscope optique nous pouvons conclure que la forme de notre souche est droite, une culture

en bonne santé est celle de couleur verte .

Nos résultats de dosage montrent que 1’extrait hydrométhanolique de spiruline contient

une teneur importante des polyphénols avec une valeur moyenne de (48 ,51+0.01).

L’étude de Arthrospira.P sur les deux voies de la coagulation (voie endogéne et voie
exogene) par rapport aux taux normaux, a permet d’asseoir que notre espéce n’exerce aucun

effet anticoagulant sur les deux voies de la coagulation .

Nous réalisons également I’étude de I’activité antibactérienne de 1’extrait de Spirulina
Platensis contre quatre souches bactérienne, on obtient un spectre d’activité peu important

(12mm) contre Staphylococcus aureus .

D’apres les résultats obtenus dans notre travail la meilleure méthode d’antibiogramme
qui peut étre utilisée et par comparaison avec les résultats des antibiotiques nous jugeons si
I’extrait de la spiruline étudiée peut étre considérée comme un agent antibactérien alternatif aux

antibiotiques .

PERSPECTIVES

- La perfection n’étant pas dans ce monde, nous laissons la porte ouverte aux chercheurs
qui aborderont ce domaine, de pouvoir compléter ce travail en vérifiant I’effectivité de

I’activité de ce micro algue contre les infections bactériennes et le taux de leur toxicité.
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- De développer un antibiotique (agent antimicrobien) a base de spiruline, sOr et

prometteur avec moins d’effets secondaires pouvant substituer a des médicaments
synthétiques.

Ce travail a visé a la sensibilisation de la société a I’intérét de la culture et I'utilisation de
la spiruline et son intégration dans notre régime alimentaire, Ce travail constitue aussi une

initiation a I’introduction de la spiruline dans cette région et d’autres études pratiques seront

nécessaires a la maitrise de sa culture.

Puisse notre travail étre un vecteur de diffusion de la spiruline partout ou elle pourrait

aider 1’étre humain et notre Planéte.
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Annexes

Annexe 1

Matériel non biologique

- Pompe air aquarium

- Résistance aquarium

- Lampe

- Plastique pour la couverture
- Diffuseur d'air

- Minuteur

- Balance

- PH métre

- Microscope optique

- Thermometre Verrerie (Bécher, Flacons, tubes a essai...)
- Spectrométrie

- Agitateur

- Fiole jaugée

- Autoclavage

- Hotte

- Balance analytique

- Erlenmayers

- Bécher

- pipettes graduée

- papier filtre de type wattman
- Boites de pétrie plastique

Les solvants et les réactifs
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Bicarbonate de sodium, hydrogene phosphate de potassium, Nitrate de sodium, Sulfite de
potassium, Chlorure de sodium, Sulfate de magnésium, Chlorure de calcium, Sulfate dr fer,
EDTA, Acide borique, Chlorure de manganeése, Sulfate de zinc, Sulfate de cuivre, Trioxyde de
molybdéne, méthanol, Folin de ciocalteur , Carbonate de sodium, DMSO , Acide gallique,
Cephalin _kaolin, Thromboplastin calcique, Mueller hinton, Gentamicin, Cotrimoxazol

(SXT25), I'eau distillee
Annexe 2

Tableau : Facteurs de la coagulation plasmatique (Boisseau, 1996).

N° de
Nom de facteurs Role Lieu de synthése
facteurs
I Fibrinogéne Substrat Fois
Il Prothrombine Zymogéne Fois
Sous-Endothélium
1 Facteur tissulaire Cofacteur )
Cellules sanguines
Vv Proaccélérine Cofacteur Foie
VIl Proconvertine Zymogéne Foie
Facteur
VI ) - Cofacteur Foie
antihémophilique A
IX Ractitsr Zymogeéne Foie
antthémophilique B
X Facteur STUART Zymogeéne Foie
XI Facteur de Rosenthal Zymogeéne Foie
X1 Facteur de Hageman Zymogeéne Foie
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Annexe 3
1. Dosage de polyphénols

-La courbe d’étalonnage linéaire (y= ax) est effectuée par I’acide gallique

Concentration 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 méthanol

(mg/ul)

Solution mére 900 800 700 | 600 500 400 300 200 100 0

(ul)

Méthanol (ul) 100 200 300 | 400 500 600 700 800 900 1000

abs 1.355 |1 1.242 1 1.05 10932 | 0.711 | 0.611 | 0.47 | 0.271 | 0.217 0
Annexe 4

Tableau : Activités biologiques de quelques composés phénoliques selon : Bruneton, 1999 ;
Balasundram et al., 2006 ; Hennebelle, 2007 ; Li et al., 2007 ; Habauztt et Horcajada,
2008 ; Bondla et al., 2009 ; Gresele et al., 2011 ; KEBBAB, 2014)

Composés phénoliques Activité biologigue
Acides phénols Antifongique, antioxydant, antibactérienne
Tanimns Effet stabilisant sur le collagene, antioxydant

Anti diarthéique, effet antiseptique, effet vasoconstricteur.

Flavonoides Anti tumorale, anti carcinogeéne, anti=inflammatoire, antioxydant,
antiallergique, antiulcéreuse, antivirale, anti=bacténenne, hypotenseur,
diurétique.

Coumarines Anticoagulante, antioxydant, protectrice vasculamre et anti-cedémateuse

Anthocyanes Protectrices capillaro-veinews, anti oxydant

Proanthocyanidines Effets stabilisants sur le collagéne, antioxvdants anti-tumoraux,

antifongiques et anti-inflammatores

Tannins galliques et catéchiques Antioxydants

Lignanes Anti-inflammatoires, anal gésiques.
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