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Resumé

L’objectif du présent travail est I’élaboration d’un complément alimentaire a base de
poudre de spiruline. La spiruline, qualifiée comme étant I’aliment concentré de protéines, de
vitamines, d’oligo-élément, minéraux et de pigmentsfonctionnels telque laphycocyanine
connue par potentiel fonctionnelet thérapeutique.

Dans un premier temps, une caractérisation physico-chimique et microbiologique de la poudre
de spiruline a été réalisée, I’analyse descaractéristiques de nos comprimeés et gélulesa été
réalisée en appliquant les mémes procédés que ceux utilisés dans I’industrie pharmaceutique.
Ainsi la détermination de certaines propriétés physico-chimiques de comprimés (dureté,
friabilité, temps de désintégration, et la dissolution de la phycocyanine) a été étudiée dans trois
milieux différents imitant certaines conditions physiologiques. (Eau distille, phosphate de
potassium 6.8, HCI 0.1N)

La spiruline étudiée présente une valeur nutritionnel importante en effet, elle contient plus de
55 % en protéine, 18,45% en glucide et 4 % de lipide, un taux de phycocyanine d’ordre de 1,75
%, et 1,02 % de sa masse séche total est de chlorophylle, de méme I’analyse microbiologique
n’a donné aucune présence de germe ou d’autre forme de bactérie.

Les comprimés élaborés a base de spiruline pure, présente des caractéristiques physiques dans
les normes, avec une dureté de 50 kN, et une perte de masse de 0,81 %.

La dissolution de phycocyanine donne un taux de libération de 17 % pour les comprimés et
27% pour les gélules.

Mots clés : spiruline, comprimés, gélules,complément alimentaire, phycocyanine
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Abstract

The objective of this work isthe development of a food supplement from Spirulina powder.
Spirulina micro-algue qualifie dasconcentrate food of protein, vitamins,minerals andminerals,
in adding of functional pigmentssuch asphycocyaninknownas it’sfunctional andtherapeutic
potential.

The flavor of spirulinaand its appearance, some consumers have difficult to acceptit.As a
result,we felt it necessaryto makean encapsulationform of capsulesand tablets.
At first, a physico-chemical and microbiological characterization of spirulina powderwas
conducted, analyzing the characteristicsof ourtablets and capsuleswas conductedusing the
samemethods as thoseused in the pharmaceuticalindustry.Andthe determination
ofsomephysicochemical propertiesof tablets(hardness,friability, disintegration time), the
dissolution of phycocyanin was studied in three differentphysiologicalsolution.

The Spirulina studied presents an important nutritional value because it contains more than
55% protein, 18.45% in carbohydrate and 4% lipid, phycocyanin order rate of 1.75% and 1.02
% of the total dry mass is a chlorophyll, the microbiological analysis gave no presence of
seed or other forms of bacteria.

The tablets prepared based on pure spirulina has physical characteristics within standards,
with a hardness of 50 kN, and a weight loss of 0.81%.

The dissolution of phycocyanin provides a release rate of 17% for tablets and 27% and
capsules.

Keywords : spirulina, tablets, capsules ,dietary supplement,phycocyanine
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Introduction

Depuis toujours I’alimentation est connue pour étre un élément trés important pour la
santé. Ainsi au cinquiéme siécle avant J.C, Hippocrate affirmait : « Que ton alimentation soit
ta principale médecine » (Mathe et al., 2008). Avicenne en 792 avait écrit dans « Poeme de
médecine » les propos suivants « Si tu tiens a maintenir en bon état le tempérament de
quelqu’un, donne lui une alimentation appropriée ».

L’Algérie est aujourd’hui plus que jamais touchée par la malnutrition. Cette notion
change d’aspect selon le contexte géographique et économique le mode de vie des familles et
leurs traditions. Surpoids et obésité d’une part, diverses carences d’une autre part.

La spiruline grace a ces propriétés nutritionnelles, la facilité de sa culture, sa haute
productivité et son faible colt de production peut étre considérée comme une ressource
alimentaire non conventionnelle (pouvant contenir jusqu’a 70 % de protéines); elle est riche en
sels minéraux, en oligo-éléments et en nombreuses vitamines (Sall, 1999), et elle est devenue
I’aliment privilégié des Organisations Non Gouvernementales (ONG) et associations de lutte
contre la malnutrition.

En plus de la chlorophylle, la spiruline contient la phycocyanine qui est un pigment
connu possédant un pouvoir antioxydant intéressent (Hirata et al., 2000) et antidiabetique mis
en evidence recement(Ou et al., 2013). En effet, différentes études ont démontré le role de la
spiruline dans la prévention de nombreuses pathologies comme le cancer, les maladies
cardiovasculaires et le vieillissement prématuré (Girardin-Andréaniet al., 2005). Comme
conséquence, il y a plusieurs applications de la spiruline dans I’alimentation humaine.

Ce travail a pour objectif I’élaboration d’un complément alimentaire a base de poudre
de spiruline sous forme de gélules et de comprimés .Le but étant de faciliter sa
commercialisation a une large population comme les patients ayant des difficultés a avaler des
aliments.

Le consommateur algérien moyen couvre ses besoins en protéines par des produits
d’origine végétale (légumineuse et les céréales) et tres peu de produits d’origine animale. Un
régime alimentaire qui ne couvre pas les besoins en protéines, il est donc urgent d’introduire
une cyanobactérie telle que la spiruline pour pallier a ce probleme. L’encapsulation est un bon
moyen pour maintenir spiruline en tous ces principes actifs (vitamines, minéraux,
phycocyanine...).

Le présent manuscrit constitue deux parties :

La premiére partie étude bibliographique présente en trois chapitres :

e Le premier constitue la présentation de la spiruline, ses principaux composants, sa
composition nutritionnelle qualitative et quantitative, les valeurs nutritionnelles,
systeme de culture et mode de production, les domaines d’utilisations, les activités
thérapeutiques de ces composes principales seront également exposeées.

e Le deuxieme comprend les compléments alimentaires, définitions, compositions et
réglementations qui gérent la production et la commercialisation.
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Le troisiéme abordé les comprimés et les gélules, leur intéréts et avantage ainsi que leurs
contrdles étant que produit fini.

La deuxieme partie : étude expérimentale consiste a expliquer les méthodes et analyses
présentes et a pour objectif d’exposer les protocoles expérimentaux ainsi que le matériel
et équipement utilisé pour la caractérisation physico-chimique de la poudre de spiruline,
extraction et quantifications des pigments hydrosolubles, caractérisation
microbiologique, caractéristiques physico-chimiques des comprimés et des gélules,
aussi dans ce chapitre nous allons étudier la phycocyanine comme principe actif.

Le deuxieme chapitre de la partie expérimentale est consacré a I’exposition des résultats
obtenus, analyses et discussion, I’étude de la dissolution des comprimes et des gélules
a été menée en considérant que la phycocyanine comme principe actif, puisqu’il est
le pigment en plus grande concentration dans la spiruline ainsi a cause de son effets
thérapeutique apporté par plusieurs auteurs (Liu et al., 2000 ; Romay et al., 2003).
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I.  Présentation de la spiruline

La spiruline est un complément alimentaire du futur, énergisante, riche en nutriments,
des propriétés anti-age et anti-cancer, permettant méme de contréler le poids ou de construire
du muscle. La spiruline gréace a ses qualités nutritionnelles exceptionnelles (Elle offre jusqu’a
70 % de protéines, de sels minéraux, des oligo-éléments et vitamines), la spiruline gréace a sa
facilité de culture, fait partie intégrante des habitudes alimentaires traditionnelles de certaines
populations depuis des siecles telles que les Aztéques (Jourdan, 2012) du Mexique et les
Kanembous du Tchad ( Déborah, 2008).

I.1. Définition
La Spiruline est une cyanobactérie, anciennement désignée par le terme « algue bleue »
puis cyanophycée. Elle est classée parmi les bactéries gram négatives et peut étre unicellulaire
ou pluricellulaire. C’est une bactérie autotrophes, c’est-a-dire capables d’utiliser I’énergie de la
lumiére pour la photosynthése avec production d’oxygene. Elle est également capable de fixer
I’azote atmosphérique.

1.2. Morphologie et caractéres généraux

La spiruline tire son nom de ces filaments non ramifiés enroulés en spirales, qui
ressemble a un minuscule ressort a boudin (Figure 1). Elle a une longueur moyenne de 0,3 mm
(Jourdan, 2012). On trouve des formes spiralées classiques, ondulées et parfois droites.
Toutefois, elle posséde une grande adaptabilité morphologique et dimensionnelle liée aux
milieux de culture.

N

#

Figure 1: Spirulina platensis observée au microscope (Antenna technologies, 2007).

v

La taille des cellules de cyanobactéries se situe généralement entre 1 et 10 microns
(Lindblad et al., 1998). Leur paroi est de type Gram-négatif classique. Ce sont de vrais
procaryotes (organismes dépourvus de membrane nucléaire), malgré leur systéme
photosynthétique proche de celui des eucaryotes (Gershwin, 2009).

Il existe deux espéces de spirulines : Spirulina maxima et Spirulina platensis. Toutes

deux ont des origines différentes et ont été découvertes dans deux endroits trés particuliers du
globe.
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L’espece Spirulina platensis est la plus connue et la plus utilisée lors des travaux de
recherche ou lors de I’ensemencement de nouvelles cultures. Elle se compose de trichomes un
peu rétrécis au niveau des articulations (Figure 3). Les tours de spire ont un diametre de 20 a
50 um, diminuant légérement vers les extrémités.

Par contre I’espéce Spirulina maxima se caractérise par des trichomes légérement
effilés aux extrémités et ne rétrécissent pas au niveau de I’extrémité.ils forment une spire
réguliere de 3 a 8 tours et de 40 a 60 um de diamétre (Figure 3).

Avan

Spirulina maxima Spirulina platensis
Figure 2 : Spirulina maxima. Figure 3 : Spirulina platensis.
(Antenna technologies, 2007). (Antenna technologies, 2007).

1.3. Production

La production de Spiruline se fait a plusieurs échelles : artisanale, semi-industrielle et
industrielle. Les éléments de différenciation de ces modes de production sont la surface totale
des bassins de culture et leurs surfaces unitaires, les moyens et matériaux utilisés, les degrés de
technologie, les objectifs. Le processus de fabrication de la Spiruline passe cependant par les
mémes étapes obligatoires (Jourdan, 2012).

1.3.1. Bassins de culture

La spiruline se cultive dans des bassins de différentes tailles confectionnes en plastique,
béton, parpaing s, briques ou en argile (Jourdan, 2012).
Comme mesure de précaution, ces bassins doivent &tre couverts par une serre, une agitation est
nécessaire pour homogénéiser, favoriser I’élimination de I’oxygéne et assurer une bonne
répartition de I’éclairage parmi toutes la spiruline (Jourdan, 2012).

Figure 4 : Bassin de Culture a I’échéle industriel (Antenna technologies, 2007).
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1.3.2. Milieu de culture

Les spirulines vivent dans une eau a la fois sale et alcaline. L’eau utilisée pour le milieu
de culture doit étre de préférence potable ou au moins filtrée.
L’alcalinité est habituellement apportée par du bicarbonate de sodium. Tandis que la salinité
complémentaire est apportée par les différents engrais (I’azote, phosphate, potassium) et du sel
(chlorure de sodium) (Jourdan, 2012).

1.3.3. Ensemencement

Pour ensemencer il suffit de transvaser dans du milieu de culture neuf un certain volume
de culture provenant d’un autre bassin en production jusqu’ a ce que la couleur devienne verte.
Ensemencer de préférence le soir. Pour réussir le démarrage dune culture on a toujours intérét
a démarres aussi concentré que possible en spiruline (Jourdan, 2012).

1.3.4. La filtration

Afin de récolter une spiruline aussi pure que possible, il est conseillé de la faire passer
a travers une toile de 150pum avant celle de 30 ou 60pum de maniére a recueillir les débris sur la
premiere et la spiruline sur la deuxieme toile et a laisser passer le filtrat, la pate verte de spiruline
qui s’est accumulée sur le filtre peut étre récupérée, en cas de production a grande échelle, un
tapis vibrant peut étre mis apres avoir éliminé les débris (Fox, 1999).

Figure 5 : Filtration de la spiruline dans le sud algérien

(Antenna technologies, 2007).

1.3.5. Lavage et essorage

Lorsque la culture est sale, malodorante ou trop salée, Jourdan conseillé de laver la
biomasse avec de I’eau douce potable avant le pressage et le séchage (Jourdan, 2012). De son
coté, Falquet (Falquet et al., 2006) pense que le lavage de la spiruline aprés la récolte et avant
le pressage est a éviter.



L’essorage est réalisé par pression. Des I’apparition du liquide vert passant a travers la
toile de pressage, il est conseillé de stopper cette opération. Dans tous les cas le temps de
pressage ne doit pas excéder 30 a 35 minutes, afin de réduire le risque de fermentation. La
biomasse ainsi pressée contient environ 20% de matiére seche (Jourdan, 2012).

1.3.6. Le Séchage

Le séchage est le seul moyen sOr de conserver et de distribuer la spiruline sans chaine
de froid (Jourdan, 2012). A la différence des productions industrielles, lors d’une production
artisanale, ce sont les filaments entiers de spiruline qui sont soumis au séchage. Le temps de
séchage est plus long, mais I’intérieur des cellules n’est pas soumis au contact direct des gaz
chauds. La spiruline "égouttée” contient environ 90 % d'eau. La spiruline essorée en contient
encore pres de 80 %. Or, la spiruline séchée ne doit pas contenir plus de 7 a 8 % d'eau.

1.4. Conditionnement et conservation

La spiruline séche peut se conserver longtemps sans perdre trop de ses qualités a
condition d'étre stockée en sachets bien remplis et étanches, a l'abri de la lumiere, de lair, et
des fortes chaleurs (Jourdan, 2012).

La spiruline est plus agréable a consommer et fournit le plus de vitamines dés sa récolte,
lorsqu’elle est non séchée. La durée de conservation d’une biomasse non lavée et pressée
jusqu’a une teneur en matiere seche comprise entre 20 et 30 %, ne dépasse pas quelques heures
a température ambiante. Réfrigérée a 4°C, cette biomasse peut-€tre conservée deux a trois jours.
Cette durée peut atteindre une bonne semaine si on ajoute 5 a 10 % de sel. Le mélange de
biomasse de spiruline avec une huile alimentaire ainsi que certains condiments (herbes
aromatiques) permettent également de prolonger le temps de conservation.

La spiruline peut étre conditionnée sous forme de granulés (Figure 6), poudre (Figure 7), de
comprimés (Figure 8) et de gélules (Figure 9).

k

Figure 6 : Spiruline en granulé. Figure 7 : Spiruline en poudre.



Figure 8 : Spiruline en comprimés.

(Antenna technologies, 2007).

Figure 9 : Spiruline en gélule.

(Antenna technologies, 2007).



Sur le plan de la conservation des qualités nutritionnelles de la spiruline seche, quatre
paramétres sont a prendre en compte :

Le type de séchage (garde les filaments intacts ou brise les filaments) ;

Le taux d’humidité résiduel (blocage ou activation du développement microbien) ;

La protection contre la lumiére (destruction des vitamines et de la chlorophylle) ;

La protection contre I’oxygéne (évite I’oxydation) ;

L’action combinée de la lumiere et de I’oxygéne est des plus dommageables dans la
conservation de la spiruline, par conséquent, seul un conditionnement opaque et sous vide (ou
sous gaz inerte) peut garantir la conservation longue durée de la spiruline. Les sachets
aluminisés multicouches thermoscellables sont donc fortement recommandés.

1.5. La spiruline un aliment fonctionnel

Les aliments dits fonctionnels doivent apporter des bénéfices physiologiques pour la
sante autre que des apports nutritionnels ou énergétiques. Chaque aliment est défini selon quatre
valeurs : une valeur énergétique, une valeur nutritionnelle, une valeur sensorielle et une valeur
fonctionnelle (Méjean, 2006).

1.5.1. Valeur nutritionnelle

La valeur nutritionnelle est une condition nécessaire pour un aliment. Tout aliment a
un role nutritif a remplir. 11 doit pour cela apport les substances indispensables dont I'organisme
ne peut pas synthétiser tel que les acides amines et acides gras indispensables, les oligoéléments,
les vitamines et les minéraux. La composition nutritionnelle de la spiruline répond donc
parfaitement a ce critére.

Autre avantage, la spiruline est beaucoup plus facile a digérer que d'autres compléments
alimentaires comme les levures ou les chlorelles. Ses cellules ne sont pas protégées par
d'épaisses parois cellulosiques, ce qui lui vaut un "taux de digestibilité" de I'ordre de 83 a 90%
(Charpy et al., 2008).

1.5.2. Valeur énergétique

Un aliment se doit d'apporter de I'énergie a I'organisme sous forme de calories. Cette
énergie est apportée principalement par les lipides, les protides et les glucides qui fournissent
respectivement 9 kcals, 4kCal et 4kCal. La composition nutritionnelle de la spiruline, riche en
protéines, répond la aussi parfaitement a ce critére.

1.5.3. Valeur sensorielle

Chaque aliment doit convenir a nos 5 sens :

. La vue par son aspect esthétique ;
. Le toucher par sa texture ;
. L'ouie, le croustillant du pain, le croquant de la pomme pendant la mastication sont des

éléments importants qui augmentent l'envie de manger ;



. L'odorat, c'est avec I’odeur certainement le sens le plus important, une bonne odeur
ouvre l'appétit et excite les papilles gustatives ;

. Le gout, sans nul doute le sens le plus important pour apprécier ou non un aliment ;

Sur ce point, la spiruline ne répond pas forcement a ces critéres. En effet, la vue de l'algue n'a
rien d'appétissant. La texture de la spiruline séchée ressemble a celles des herbes. Par contre la
texture de la spiruline mouillée, ressemblant a une bouillie verte et n'a rien d'attirant non plus.
De méme le gout et l'odeur de l'algue séchée sont fades et ne risquent pas dattirer le
consommateur. La spiruline n'est donc pas un aliment qui excitera les sens du consommateur.

1.5.4. Valeur fonctionnelle

Tout aliment est susceptible d'avoir une valeur fonctionnelle lorsqu'il a la propriété
d’interférer sur les fonctions vitales de I'organisme et de moduler I'état de sante et au bien étre
d'un individu (Méjean, 2006). La fonctionnalité d'un aliment est apportée par une ou plusieurs
molécules identifiables et présentant des activistes spécifiques mesurables. La spiruline répond
parfaitement & ce critere avec la présence innée de molécules actives telles que la phycocyanine
et le calcium-spirulan. Ces molécules ayant démontrées tout leur potentiel fonctionnel sur des
fonctions cible de I'organisme.

En Conclusion, la spiruline peut étre considérée comme un aliment fonctionnel malgreé sa faible
valeur sensorielle, valeur qui pourra étre compensée par un mélange avec un autre aliment
appétissant ou par I’encapsulation en gélules ou en comprimés.

1.6. Constituants et apports nutritionnelles de la spiruline

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

1.6.1. Les protéines

1.6.1.1.Composition et valeur biologique

La spiruline a une teneur en protéines variant entre 50 et 70% ( Déborah, 2008). Une
valeur tout a fait exceptionnelle. Les meilleures sources de protéines végétales n'arrivent qu'a
la moitié de ces teneurs. La farine de soja par exemple, contient 35% de protéines. Cette teneur
dépend notamment de la période de la journée a laquelle elle est récoltée, la souche, le milieu
de culture. La teneur en protéines sera plus importante si la récolte a été effectuée le matin
(Jourdan, 2012).

D'un point de vue qualitatif, les protéines de la spiruline sont complétes car elles contiennent
I'ensemble des acides aminés essentiels (Tableau 1) (47% du poids total des protéines).



1.6.1.2. Acides Amines

D'un point de vue qualitatif, les protéines de la spiruline sont completes, car tous les
acides aminés essentiels y figurent, ils représentent 47% du poids total des protéines (Falquet
et al., 2006).

Tableau 1 : Composition approximative de la spiruline en acides amines (Jourdan, 2012).

Acides Amines a/kg Acides Amines a/kg
Alanine 47 Lysine 29
Arginine 43 Méthionine 14
Acide aspartique 61 Phénylalanine 28
Cystine 6 Proline 27
Acide glutamique 91 Sérine 32
Glycine 32 Thréonine 32
Histidine 10 Tryptophane 9
Isoleucine 35 Tyrosine 30
Leucine 54 Valine 40
1.6.2. Glucides

Les glucides sont encore appelés hydrates de carbone ou sucres représentent une source
d’énergie pour les organismes vivants, soit sous forme directement assimilable (glucose), soit
sous forme de réserve (amidon, glycogene) (Weil, 2006). Les glucides constituent 15 a 25 %
de la matiére séche des spirulines (Falquet et al., 2006). D'autres polysaccharides comme le
calcium-spirulan (Ca-SP) sont composes de rhamnose, ribose, mannose, fructose, galactose,
xylose, glucose, acide glucuronique, acide galacturonique, sulfate et calcium (Hayashi et
Hayashi, 1996). Cependant les glucides simples ne sont présents qu'en tres faibles quantités.
Ces polysaccharides présentent d'intéressantes propriétés anticoagulantes, immunostimulantes
et antivirales (Lee et al., 2001).

1.6.3. Les vitamines

Les vitamines sont des substances vitales sans valeur énergétique mais. A l'exception
de deux d'entre elles (vitamines K et D), 'hnomme n'est pas capable de les fabriquer et leur
apport par l'alimentation est primordial pour le fonctionnement harmonieux de I’organisme.
Bien que la spiruline ne couvre pas la totalité des besoins, Elle est quatre fois plus riche que le
foie cru. Elle dispose d'une balance vitaminique (Tableau 2) optimale pour la plupart des
complexes en vitamine B (Déborah, 2008). Il faut toutefois souligner la teneur exceptionnelle
en vitamine B12 (Une dose de 49/ jour de spiruline séchée suffit amplement a couvrir la totalité
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des besoins en vitamine B12. Compte tenu des roles essentiels joues par les vitamines
hydrosolubles, un apport quotidien en spiruline serait bénéfique pour apporter une partie des
besoins vitaminiques non couverts par une alimentation peu variée, et ainsi éviter la survenue
de nombreuses maladies liées aux carences (Déborah, 2008).

Tableau 2 : Composition approximative de la spiruline en vitamines (Déborah, 2008).

Vitamines composition
(mg/Kg)
Béta-caroténe 1400
E (Tocophérol) 100
B1 (thiamine) 35
B2 (Riboflavine) 35
B2 (Riboflavine) 40
B3 ou PP (Niacine) 140
B5 (Acide pantothénique) 1
Vitamine B6 (pyridoxine) 10
B8 ou H (Biotine) 0,05
B9 (acide folique) 0,01
B12 (Cobalamine) 3,2
C Traces
1.6.4. Lipides

En plus un r6le énergétique évident, avec un rendement calorique de 9 kcal/g, les lipides

présentent egalement un role structural essentiel en contribuant au maintien de l'architecture
cellulaire. Cependant le r6le majeur des lipides présents dans la spiruline, est fonctionnel
(Hudson et Karis, 1974). En effet, la composition lipidique de la spiruline se caractérise d'une
part par un bon équilibre acides gras satures/acides gras insaturés et d'autre part, la présence
d'acides gras polyinsaturés dits essentiels (AGE). Selon les publications la valeur du poids sec
en lipides totaux varient de 5,6 a 11 % en poids (Xue et al., 2002 ; Girardin-Andréani 2005),
et méme 14,3 % au maximum (Babadzhanov et al., 2004).
Cette fraction lipidique se caractérisé par un bon équilibre acides gras satures/acides gras
polyinsaturés (Charpy et al., 2004). Les lipides peuvent étre séparés en une fraction
saponifiable (83 %) et une fraction insaponifiable (17 %) contenant essentiellement une
paraffine, des pigments, des alcools terpéniques et des stérols (Ross, 1990).
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1.6.5. Sels minéraux et oligo-éléments

Les minéraux spécialement intéressants de la spiruline (Tableau 3) sont le fer, le
calcium, le phosphore et le magnésium. La Spiruline constitue une source importante de fer (20
fois plus élevée que le germe de blé) (Belay 2002 ; Shizhonget al., 2004).

Tableau 3 : composition approximative de la spiruline en minéraux (Jourdan, 2012).

Minéraux Composition (mg/Kg)
Chrome 3
Calcium 10000
Cuivre 12
Fer 1500
Magnésium 3000
Manganese 30
Phosphore 8000
Potassium 14000
Sodium 4000
Zinc 30
1.6.5.1.Calcium

La spiruline constitue une excellente source de calcium assimilable pouvant notamment
étre utilisée dans les cas d’intolérance au lactose ou de personnes consommant peu de produits
laitiers ( Déborah, 2008). Sa teneur est tres variable, un ouvrage récent donne une teneur en
calcium de 7 g/kg (Belay, 1997) et il est possible d’atteindre 14g/kg.

1.6.5.2.Magnésium

Le magnésium est un élément ubiquitaire qui intervient comme cofacteur presque toutes
les enzymes des voies énergétiques, des réactions de phosphorylation-déphosphorylation, il
favorise I’absorption du calcium par I’0s, module la réactivité au stress, augmente I’activité du
systeme immunitaire et a une action bénéfique sur de nombreux problémes cardiaques
(Hypotension, arythmie, infarctus du myocarde...) (Déborah, 2008). La spiruline représente
une source naturelle bio disponible pour I’lhnomme trés intéressante en magnésium, entre autre
par sa teneur en chlorophylle (Planes et al., 2002).

1.6.5.3.Phosphore

La spiruline en apporte naturellement une quantité non négligeable. De plus, le calcium,
le phosphore et le magnésium sont présents dans la spiruline en quantités comparables a celles
trouvées dans le lait. Les quantités relatives de ces éléments sont équilibrées ce qui exclut le
risque de décalcification par exces de phosphore et en font une source intéressante ( Déborah,
2008).
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1.6.5.4.Fer

Le fer est un minéral tres répandu dans le corps. Ses rdles sont multiples, de la
stimulation du systéeme immunitaire a I’oxygénation du corps. Il a la particularité d’étre assez
rarement bio disponible dans les aliments d’origine végétale en contenant le plus (céréales
completes). Cause due bien souvent aux tanins et aux phytates qui empéchent sa métabolisation.
Naturellement, la spiruline contient du fer mais I’ajout de sels de fer dans son milieu de culture
augmente sa teneur qui peut alors doubler ( Déborah, 2008).

1.6.5.5.Zinc

Naturellement, la spiruline en contient trés peu mais un enrichissement a la culture peut
en faire une source intéressante. La biodisponibilité du zinc de la spiruline n’a pas encore testée
mais on peut soupconner, au regard de la bonne biodisponibilité du fer et du magnésium, qu’il
en sera de méme pour le zinc (Déborah, 2008).

1.6.5.6.Sélénium

Le sélénium est I’oligo-élément antioxydant de référence qui semble agir en synergie
avec la vitamine E dans la destruction des radicaux libres. En plus de ce réle, il a une action
importante sur I'immunité, la prévention des maladies cardio-vasculaires, la réduction des
rhumatismes et la préservation de la vision. Les doses de sélénium trouvées naturellement dans
la spiruline sont bien en dessous des doses recommandées et d’une trés bonne biodisponibilité.

1.6.6. Les pigments

Les principaux pigments (Tableau 4) sont la phycocyanine, la chlorophylle et
Caroténoides (Déborah, 2008).

Tableau 4 : Principaux pigments de la spiruline (Jourdan, 2012).

Pigments Composition (g/kg)
Phycocyanine (bleu) 150
Chlorophylle (vert) 11
Caroténoides (orange) 3,7
Béta-caroténe 14

1.6.6.1.La phycocyanine

Le terme ‘phycocyanine’ vient du grec « phyco » signifiant algue et « cyanine » venant
de la couleur cyan, qui est dérivée du grec « kyanos » et signifie bleu-vert (Wihitton et al.,
2000). La phycocyanine est une phycobiliproteine. Seul colorant bleu alimentaire naturel, elle
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est le pigment le plus abondant de la spiruline et représente plus de 15 % du poids frais et plus
de 20 % du poids sec de l'algue (Romay et al.,1998 ; Sall et al.,1999), est constituée d’une
structure protéique reliée a un chromophore. C’est un pigment assez rare dans la nature qui
absorbe la lumiéere dans une longueur de 61 a 650 nanometres (Déborah, 2008). Sa structure
particuliere lui confere des propriétés antioxydants, anti radicalaires et détoxifiantes. La
phycocyanine stimulerait également la production des globules rouges et des globules blancs (
Déborah, 2008). Des études in vivo montrent que la consommation de spiruline a un impact
positif sur la prévention et la réduction de pathologies comme le cancer, les maladies cardio-
vasculaires, le vieillissement prématuré, les maladies infectieuses et les baisses du systeme
(Manoj et al., 1992 ; Girardin-Andréani, 2005).

1.6.6.2.La chlorophylle

La chlorophylle est présente en proportion de 9-15 g/kg (Campanella et al., 1999), est
un pigment essentiel de la photosynthese puisqu’elle transforme I’énergie lumineuse en énergie
chimique. Constituée d’un atome de magnésium en son centre, la chlorophylle est parfois
comparée a I’hémoglobine qui possede quant a elle un atome de fer. La spiruline en contient
environ 1%, ce qui stimulerait les fonctions de presque tous les organes.

1.6.6.3.Les caroténoides

Les caroténoides sont des pigments non azotés dont la coloration varie du jaune au
rouge. La plupart des caroténoides sont des provitamines A indispensables & I’lhomme et aux
animaux ( Déborah, 2008).

Des études menées pendant plusieurs années aux Etats-Unis et au Japon ont montré que la
spiruline permet d'apporter une quantité importante d'antioxydants nécessaires a notre
organisme: (La spiruline en contient entre 30 fois plus que les carottes). La beta carotene
représente 80% des caroténoides présents.

Les caroténoides ont une action anti radicalaire. Ils participent également a la croissance et au
développement de I’individu, ainsi qu’au maintien de la vision nocturne, lls ont aussi des
activités anticancéreuses et anti-inflammatoires largement rapportés dans les publications
scientifiques (Falquet et al., 2006).

1.7. Les utilisations de la spiruline

La trés grande richesse de la composition chimique de la Spiruline lui confére un large
potentiel d’utilisations. Recommandée comme complément alimentaire pour lutter contre la
malnutrition et les carences en acides gras essentiels, vitamines, fer et I’iode (Liang, 1999).

1.7.1. Utilisation de la spiruline a usage humain

La spiruline peut étre consommeée mélangée avec de la farine (Xue et al., 2002), de
miel (Jaouen et al., 1999) et des boissons (Zeng et Liang, 1995), et rentre dans la fabrication
de plusieurs produits alimentaires. Hormis dans le domaine de combattre la malnutrition, elle
est utilisée dans des domaines variés Plusieurs substances d'intérét biotechnologique issues de
la spiruline sont disponibles sur le marché international. Ainsi les colorants alimentaires
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naturels riches en phycocyanine (Jaouen et al., 1999), les acides gras polyinsaturés, le biodiesel
(Chisti, 2007) et autres ont suscitées une attention particuliere.

1.7.1.1.Aliment riche et équilibrée

La spiruline obtenue dans la production artisanale est un produit alimentaire
naturel et équilibré consommée pour ses multiples apports en nutriments. Elle est plus riche
en vitamines, minéraux et oligo-éléments que les produits industriels ayant subi un
traitement thermique de conservation détruisant les micronutriments sensibles. De plus, la
spiruline a une meilleure biodisponibilité que les substrats synthétisés artificiellement en
laboratoire. Elle représente une source non négligeable d’énergie grace aux lipides, glucides
et protéines qu’elle contient (Langlade et al., 2010).

1.7.1.2.Utilisation dans un régime amaigrissant

La spiruline, grace a son apport naturel et équilibré en vitamines, minéraux et oligo-
éléments, peut donc étre considérée comme une veéritable alliée pour les personnes qui veulent
entamer un régime amaigrissant. Son effet détoxifiant (lié notamment a la présence de
chlorophylle) aide a éliminer les toxines de I’organisme. Aprés quelques jours d’utilisation,
I’effet énergisant de la spiruline fait que la personne, non seulement ne se sent pas fatiguée et
nerveuse (puisqu’elle n’est pas carencée), mais plus dynamique qu’avant le début de son régime
amaigrissant (Langlade et al., 2010).

1.7.1.3. Amélioration de la capacité des sportifs

La qualité de l'alimentation est une composante importante dans I'‘équilibre des
sportifs(SFNS, 2007) ;

e Les besoins élevés des sujets sont comblés par l'apport en énergie calorique
(principalement les glucides et les lipides), et I’apport en vitamines et oligo-éléments ;

e La consommation de spiruline peut optimiser la préparation et les facultés de
récupération a l'effort ;

e Les besoins accrus en protéines des sportifs s’expliquent par le fait que les protéines
sont a la base de la constitution des muscles.

e La spiruline consommee réguliérement est intéressant pour les sportifs car elle est tres
riche en protéines de haute digestibilité et permet aux muscles de pouvoir récupérer plus
facilement aprés de longs efforts. De plus, la masse musculaire se développe plus vite
et présente une bonne qualité.

e Neutralisation des radicaux libres ; les besoins en agents antioxydants sont tres
importants chez les sportifs. En effet, de par la grande consommation d'oxygéene qu'il
engendre, le sport crée une surproduction de radicaux libres;

e Le déficit en fer, avec ou sans anémie concomitante, est tres fréquent chez les sportifs.
Or, le fer joue un role clé dans le transport de I’oxygene, par le biais de
I’hémoglobine et de la myoglobine ;

e Amélioration de la contraction et de la relaxation des muscles, La spiruline contient
aussi du magnésium. Cet élément est nécessaire a la contraction et a la relaxation
musculaire ;
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e Amélioration de la concentration musculaire, Le calcium est aussi un minéral
important puisque I’augmentation de sa concentration intracellulaire permet la
contraction des muscles squelettiques.

e La spiruline renferme également une quantité appréciable de calcium bio disponible
et mérite donc d’étre utilisée comme complément a I’alimentation des sportifs.

1.7.1.4.Cosmétique

En cosmétologie, elle est utilisée dans les masques cryogéniques et cremes anti-age, par
son action sur le renouvellement cellulaire (Spolaore et al., 2006). Elle est aussi utilisée en
synergie avec d’autres algues, comme agent cicatrisant et antiseptique. Depuis de
nombreuses années, la phycocyanine rentre dans la composition de rouges a levres et de
crayons pour souligner les yeux, disponibles sur le marché asiatique (Langlade et al., 2010).

1.7.1.5.L agroalimentaire

Dans I’agroalimentaire, la spiruline est utilisée comme colorant naturel grace aux
extractions de la phycocyanine, la chlorophylle et les caroténoides. Ces colorants sont utilisés
pour rendre attractifs les produits alimentaires. Ils sont utilisés dans la fabrication des
chewing gums, sorbets, sucreries, produits laitiers, boissons non alcoolisées (Spolaore et al.,
2006). Elle apparait également dans une gamme de produits algaux mélangée a du sel,
des tagliatelles. En Suisse et au Japon, il existe depuis longtemps du pain a la spiruline
(Langlade et al., 2010).

La spiruline est utilisée aussi pour accentuer la couleur des ceufs et de la chair de poulet et les
rendre plus attrayants au consommateur (Toyomizu et al., 2001).

1.7.1.6.L aérospatiale

Dans le cadre du programme MELISSA (Micro-Ecological Life Support System
Alternative), I’agence spatiale européenne(ESA) s’est intéressée a la Spiruline qu’elle
integrerait dans un écosysteme artificiel fermé dans le compartiment photoautotrophe, d’une
part pour équilibrer la ration alimentaire, d’autre part pour régénérer I’atmosphere par
photosynthése en vue des voyages a longue distance (Terre - Mars par exemple)
(MELISSA, 2002).

1.7.1.7.Pour la santé

Diverses utilisations sont proposées par les auteurs, avec des arguments basés sur la
composition de cet organisme et les études sur les activités de ses composants. Ces
études sont pour la plupart réalisées sur des animaux ou des tissus de culture. Nous
présentons ci-dessous (1.8 5) certaines utilisations, mais nous ne pouvons pas juger de
leur efficacité. D’une part la Spiruline n’est pas un médicament, donc pas soumise a
I’obligation de test d’efficacité (Langlade et al., 2010).
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1.7.2. Spiruline a usage animal

La Spiruline est utilisée comme complément nutritionnel en aquariophilie, en
aquaculture, en agroalimentaire, et elle est vendue pour la nutrition des animaux (chats, chiens,
chevaux, vaches et taureaux) (Langlade et al., 2010) pour des effets tres spécifiques.

1.7.2.1.Favoriser la croissance et la fertilité
Elle est utilisée en aquariophilie (Kim et al., 2006 ; Habib et al., 2008) et en aquaculture
pour favoriser la croissance des poissons et des crevettes, renforcer les défenses immunitaires
des poissons d’élevage (Watanuki et al., 2006).
1.7.2.2.Renforcer défenses immunitaires

En aquaculture, les poissons d’élevage, beaucoup plus fragiles que les poissons
sauvages, sont souvent soumis & des infections virales et/ou bactériennes qui peuvent
étre catastrophiques en bassin. Watanuki et al (Watanuki et al., 2006) ont mis en
évidence I’effet immunostimulant de Spirulina platensis chez la carpe Cyprinus carpio.

1.7.2.3. Augmenter la pigmentation

En aquariophilie pour accentuer la coloration des poissons d’ornement tels le
Xiphophorus helleri ou les carpes Koi ;

En aquaculture pour améliorer la pigmentation des crevettes et des poissons
(Regunathan et Wesley, 2006).
1.7.2.4. Augmenter les performances des animaux
Elle est vendue pour la nutrition des taureaux reproducteurs, des chevaux de course
(Langlade et al., 2010).
1.8. Activités thérapeutiques de la spiruline et de ses constituants

Outre des propriétés 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 gréce a son principal pigment, la phycocyanine,
donnant a cet organisme sa couleur bleu-vert caractéristique.

1.8.1. Constituants fonctionnels principaux

Les cyanobactéries posseédent une large variété de composants colores incluant les
caroténoides, les chlorophylles et les phycobiliproteines.
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1.8.1.1.La phycocyanine

Les phycobiliproteines, dont fait partie la phycocyanine, sont des chromoprotéines
constitues d'une partie protéique et d'un pigment (Lee, 2001).

HOOC COOH HOOC COOH

Figure 10 : Molécules de phycocyanobiline (a gauche) et de phycocyanine (a droite).

Les phycobiliproteines contiennent toutes un groupement protéique et plusieurs
chromophores de différents types lies a I'apoprotéine par des résidus cystéine via des ponts
thioethers (Kapoor et Mehta, 1992).

1.8.1.2.Le calcium-spirulan

Le calcium-spirulan (Ca-SP) est un polysaccharide sulfate chélate a du calcium. Isole de
Spiruline platensis, ce polysaccharide se compose a 60 % de rhamnose, 46 % de fructose et
dans de moindres proportions de ribose, mannose, galactose, xylose, glucose, acide
glucuronique, acide galacturonique. Le contenu en composes sulfates est estime entre 3,24 %
(Mishima et al., 2009) et 5,7 % (Lee et al., 2001) suggérant la présence d'ester de sulfate.

1.8.2. Activités spécifiques de la spiruline et de ses principaux composants

Tableau 5 : Activités spécifiques de la spiruline et de ses principaux composants.

(Hirata et al., 2000 ; Pifero et al., 2001,

Activités antioxydantes de phycocyanine Romay et al,, 2003, Serena et al., 2004)

Activités anti-inflammatoire de

phycocyanine (Romay et al., 2003 ; Romay et al., 1998)

(Pardhasaradhi et al., 2003 ; Liu et al., 2000 ;

Activité anticancéreuse de phycocyanine Reddy et al., 2003 : Subhashini et al., 2004)

Activité anticancéreuse de calcium-

] (Mishima et al., 2009)
spirulan

Activités Hépato protection de

e (Vadiraja etal., 1998 ; Remirez et al., 2002)

Activité sur le systeme immunitaire (Qureshi, 1994 ; Hayashi et al., 2006)
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Activité antivirale de
(Hayashi et Hayashi, 1996)

calcium-spirulan

Activité anticoagulante de
(Hayakawa et al., 1996)

calcium-spirulan

Effets contre le diabéte, I'obésité et la

i . . (Belay et al., 2002)
circulation sanguine

Effets protecteurs contre les radiations  (Belay et al., 2002)
Effets contre I’hyperlipidémie (Venkataraman et al,. 1983)

(Ramamoorthy et al., 1996 ; Samuels et al.,

Activité pour diminuer le cholestérol 2002 : Doumandiji et al., 2011)

Dans les pays développés, le véritable essor de la spiruline n'est apparu qu'a partir des
années 90 lors de la découverte de molécules actives comme la phycocyanine ou le calcium-
spirulan. De nombreuses études leur ont reporté des activités  anti oxydantes, anti-
inflammatoires, anticancéreuses, antivirales ou encore des capacités hépatoprotectrices
ou modulatrices de I'immunité (Tableau 5).

1.9. Toxicité et surdosage de la spiruline

Toutes les activités qui viennent d'étre énumérees démontrent le grand potentiel de la
spiruline et de ces constituants. Cependant pour une utilisation alimentaire ou pharmaceutique,
il est nécessaire de savoir s'il existe un risque toxicologique ou bactériologique pour une
consommation courante chez I'nomme.

En ce qui concerne les métaux lourds, la spiruline d’origine naturelle peut présenter une certaine
contamination liée a la nature géologique des régions ou elle croit. Alors, la spiruline
commercialisée provient exclusivement de bassins industriels ou artisanaux dont les milieux de
culture sont strictement contrdlés et exempts de tout contaminant chimique.

Quant a I’éventuelle contamination microbiologique, elle est impossible dans une culture
habituelle, puisque le milieu utilisé présente des conditions de vie telles (pH fortement basique)
qu’aucune bactérie autre que la spiruline ne peut s’y développer. La spiruline a pendant des
siecles servis d’alimentation traditionnelle au peuple tchadien des Kanembous et aux Aztéques
mexicains de la vallée du Tex coco, sans que jamais ne soit décrite dans la littérature une seule
complication pour surdosage (Girardin-Andréani, 2005).

1.10. Réaction allergiques

Contrairement a I'immense majorité des aliments courants, la spiruline ne semble
pratiquement pas provoquer de réactions allergiques que ce soit par ingestion ou par contact
(Falquet et al., 2006); sauf le cas isole d’un garcon de treize ans ayant présente une crise
d’urticaire avec asthme apres avoir absorbe cing comprimes de spiruline (Pétrus et al., 2010).
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1.11. Marché de la spiruline

La production mondiale a régulierement augmenté surtout depuis 1995. De 1400T en
1995, 3500T en 2000, elle est supérieure a 5000T en 2004(Langlade et al., 2010). La Spiruline
répond a la Iégislation sur les compléments alimentaires. Elle est vendue localement en Afrique
a un prix commercial allant généralement de 20€ a 28€ le kg (rarement a plus de 40€ le kg),
tres variable selon le prix de revient, mais relativement bon marché (Langlade et al., 2010).
Dans les pays développés, les prix sont beaucoup plus élevés. Sous forme de paillettes, la
Spiruline est vendue de 150€ le kg pour de faibles quantités a 44€ le kg pour de grandes
quantités ; sous forme de comprimeés, 200€ le kg ; sous forme de gélules, 500€ le kg. Les prix
de gros sont pratiqués sur la poudre vendue en grande quantité (minimum 100kg). Pour les
productions industrielles ils oscillent aujourd’hui de 16€ a 19€ le kg en qualité « humaine » et
de 7,65€ a 12,75€ le kg en qualité « animale ». Pour la Spiruline issue des productions
artisanales en France, les prix pratiqués sont d’environ 75€ le kg (prix de gros) et de 130€ le kg
(prix au détail). La Spiruline est aussi vendue sous forme de composant comme la
phycocyanine. Le marché de la Spiruline est largement ouvert et se développe (Langlade et
al., 2010).

Actuellement Le marche de la spiruline est occupe par de grandes entreprises, qui
produisent de forts tonnages et possedent de grands bassins de culture. Le premier pays
producteur est la Chine qui fournit prés de la moitie du marche, suivie par les Etats-Unis. La
France y tire également des bénéfices a travers les fermes de production ou les organismes
revendeurs (Langlade et al., 2010).

1.12. La spiruline en Algérie

L’Algérie fait partie des rares pays dans le monde ou on cultive de la spiruline, mais on
est au stade de la production artisanale et expérimentale et cela depuis 1998, la seule et unique
ferme est celle de Hiri Abedelkader, situé a la région de Tamanrasset.

La formation et la sensibilisation des Algériens sur les méthodes de culture de spiruline
peuvent avoir des conséquences notables sur le recule de la malnutrition dans notre pays.

La valeur nutritionnelle et les apports socio-économiques apportés par la spiruline dans les
autres pays en voie de développement, ou dans les pays in montrent combien il est important
d’intégrer les projets de production de spiruline dans la lutte contre la malnutrition et le
développement durable des localités.

L’avantage indéniable de la spiruline est que toutes personnes quelles que soient leur état
physique ou psychique peuvent la consommer sans risques d’effets secondaires ou de
surdosage lorsque les prescriptions sont respectées.
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CHAPITRE 11

GENERALITES SUR
L’ENCAPSULATION DES
ALI MENTS
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1. Généralités sur I'encapsulation des aliments

Dans l'industrie alimentaire, I'encapsulation est un moyen idéal en vue de masquer les goGts
indesirables de certaines substances telles que les vitamines. Elle peut permettre aussi d’éviter les
interactions entre les différents composants d’un complexe alimentaire et de protéger les principes
actifs vis-a-vis de I'oxydation (protection des ardbmes) ou encore de I’humidité (protection du sel et du
sucre) (Heinzen 2002 ; Pothakamury et al ., 2002). Elle permet de garder le parfum, de prolonger la
durée de conservation et d’ajuster la saveur alimentaire.

1.1. Intéréts de I’encapsulation

e Permet le masquage du golt ou libération du goQt, dissolution et libération dans
I’estomac (ou plus loin) ;

e Facilite I’utilisation des produits d’origine liquide, ou dans les cas des poudres ;

e Permet de controler la libération de la substance encapsulée, en fonction du pH, de la
température, ou par contrainte mécanique ;

e Garantit une bonne protection de la substance encapsulée contenu vis-a-vis d’une autre
molécule (Pb d’incompatibilité), et de I’environnement extérieur (lumiere, pH).

1.2. Libération contrélée d'un principe actif (PA)

Par définition, le rdle d'un systeme a libération contrdlée est de délivrer la bonne quantité d'un
PA, au bon endroit et au bon moment (Dziezak, 1988). Ces techniques de libération contrblée sont
surtout utilisées en pharmacie, en cosmétique et en industrie alimentaire. Au niveau de la capsule,
le principe actif est libéré soit brutalement : libération déclenchée, soit progressivement.

Les avantages de la libération contrélée sont (Brannon-Peppas, 1993).

e Les substances actives libérées sur un site a un moment désiré ;
e La perte limitée des ingrédients pendant la fabrication et la cuisson ;
e La séparation des composes réactifs ou incompatibles.

1.3. Les gélules ou capsules dures
1.3.1. Définition

Les premiéres capsules de gélatine ont été créées par deux Pharmaciens francais, Mothe et
Dublanc, en 1833 (Vidal-Tessier, 1988). Les gélules désignent une forme galénique de médicament,
solide, que I'on avale.

Une gélule est composée de deux demi- capsules trés minces a fond hémisphérique
s’emboitant exactement I'une dans I'autre. Il en existe différents types classés selon leurs tailles, leurs
compositions et leurs couleurs.

1.3.2. Différents types de gélules

La plupart des gélules vides sont constituées de gélatine (matiere physiologiquement inerte,
neutre et inodore) associé a d’autres substances dont la consistance peut étre adaptée par addition,
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par exemple, de glycérol ou de sorbitol. Ce type de gélule est uniquement fabriqué en industrie : il
consiste a plonger des formes métalliques spéciales dans des solutions de gélatine, il se forme ainsi un
film autour du moule métallique qui est séché. Les demi -capsules sont préparées sur deux chaines
paralléles, une pour les couvercles et I'autre pour les fonds (Rudolph et al., 2003).

1.3.2.1. Selon leur composition

o Lagélule 100% végétale est composée de dérivés de cellulose et ne contient pas de
colorants. Elle est surtout utilisée pour contenir des poudres de plantes. Elle ne présente
aucun risque pour son utilisateur.

e Lagélule de gélatine de poisson est naturelle puisque les poissons sont nourris de végétaux.
Elle ne contient pas d’odeur, se dissous correctement et n’entraine pas d’allergies. Cette
gélule porte le nom d’Aquacaps. Elles ont été crées pour remplacer les anciennes gélules de
gélatine animale.

e Lagélule entérique est utilisée pour que son principe actif soit dénaturé par I'activité de
I’'estomac.

e La gélule a enrobage gastro-résistant : c’est une opération qui peut étre réalisé en officine.
Onrecouvre les gélules terminées d’un enrobage constitué de substances et se dissolvants pas
en milieu acide mais dont la solubilité augmente avec 'augmentation du pH.

e Les gélules a libération modifiée : Ce sont des capsules a enveloppe dure ou molle qui
continent des substances auxiliaires spéciales. Elles permettent aussi de modifier la vitesse ou
le lieu de libération des principes actifs.

1.3.2.2. Selon leur taille et leur couleur

L’apparence du produit n’est pas anodine. En effet, dans I'esprit du patient, la taille d'une
gélule peut étre proportionnelle a sa prétendue efficacité. La couleur est aussi importante pour
certaine personne, que ce soit consciemment ou inconsciemment. Les gélules sont classifiées selon
leur taille définie par un numéro et leur capacité (volume) en ml, le volume croit lorsque leur numéro
décroit (Tableau 6).

Tableau 6 : Classification des gélules selon leurs tailles.

Taille n° Volume (ml) Longueur (mm) Diamétre (mm) Masse (mg)
5 0.13 10.7 4.45 27
4 0.20 13.6 4.85 44
3 0.35 15.2 4.35 55
2 0.40 17.2 5.85 66
1 0.50 18.7 6.40 80
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0 0.70 20.9 7.10 105

00 0.90 23.0 7.95 130

000 1.40 26.1 9.30 170

[l existe huit tailles de gélules classées par numéro, la n°5 étant la plus petite et la N°000 la plus
grande.

1.3.3.Conservation

Le stockage des gélules vides devrait étre fait a une température comprise entre 20 et 25°C et
une humidité relative de I'air de 3a 70 %. Les capsules vides renferment généralement 14 a 16 % d'eau,
pour des degrés hydrométriques trop faibles elles peuvent devenir friables et dures tandis que pour
des taux d'humidité élevés, les capsules peuvent devenir molles et se déformer (Rudolph et al., 2003).

1.3.4.Remplissage de la gélule

e Géluliers manuels: 2 plaques en plastique qui se superposent parfaitement, le socle et
la partie supérieure perforée ;
Séparation des corps et des tétes des cupules ;

e Mise en place dans les alvéoles des corps des gélules ;

Remplissage par arasage: les corps des gélules sont remplis a ras bord avec le mélange
de poudres a I’aide d’une carte a jouer ;

Figure 11 : gélule de spiruline (Simplicity Spirulina Farm-Inde, 2008).

Tasser legerement ;

Mettre les coiffes sur les corps de gélules et les fermer une a une entre deux doigts ;
Essuyer les gélules pour enlever les traces de poudres ;

Conditionnement des gélules dans un sachet en papier ou une petite boite en carton ;
Etiquetage de la préparation conformément a la législation ;
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Remarque: géluliers semi automatiques (séparation automatique du corps et des coiffes,
remplissage puis mise en place automatique des coiffes).

1.3.5. Fabrication des gélules dans I'industrie

Le remplissage industriel se fait a I'aide de Géluleuse (Figure12) : deux trémis d’alimentation,
le premier permet d’incorporer le mélange actif, le deuxiéme dans lequel on introduit les enveloppes
vides fermées, les deux arrivent en méme temps. Les gélules sont ouvertes par une micro pompe, elles
sont remplies avec le mélange actif puis fermées cde maniere sécurisée avant d’étre éjectées. La
fermeture peut étre renforcée entre les 2 cupules afin qu’elles ne soient pas ouverte en soudant les 2
cupules a leur jonction a chaud ou par verrouillage mécanique par pression (Lusher, 1999).

Figure 12 : Géluleuse manuelle (Simplicity Spirulina Farm-Inde, 2008).

1.3.6.Les controles des gélules
1.3.6.1. Essais sur les gélules vides
¢ |dentification des colorants et des opacifiants, recherche des métaux lourds.
1.3.6.2. Essais sur les gélules pleines

e Uniformité de masse, On pese individuellement 20 gélules (échantillon). Puis, on les
ouvre, on les vides et on pése les enveloppes. Par différence on a le poids du contenu.

¢ Uniformité de masse: aucune unité doit s’écarter de plus de 2 fois des ces écarts
limites (Tableau7).
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Tableau 7 : Tolérance de la Pharmacopée Européenne pour I'uniformité de masse.

Ecarts limites acceptables Avec écarts tolérés pour 2 unités au plus
Si poids < 300mg + 10% +20%
Si poids > ou = 300mg + <7,5% +15%

Temps de désagrégation: temps limite de 30 min a 37°C, Pour les gélules gastro-résistantes 2 heures
dans un milieu HCI et dans un pH 6,8, la gélule doit se désagréger dans moins d’une heure ;

e Essais de dissolution ;
e Les gélules doivent étre contrélées visuellement pour détecter tout incident de
fermeture, de casse ou d’inhomogénéité de couleur.

1.3.7. Avantages Et Inconvénients

1.3.7.1. Avantage

Les gélules présentent de nombreux avantages qui justifient leur emploi, elles permettent
(Rudolph et al., 2003) :

De masquer un godt désagréable, une saveur amere ou méme insipide ;

De cachuiles essentielles une odeur peu supportable (vitamines B) ;
L'administration de substances sensibles a I'humidité (antibiotiques) ;

La répartition de doses individuelles précises ;

Une bonne mise a disposition de l'organisme des principes actif qu'elles
contiennent ;

L'obtention de formes gastrorésistantes ou entérosolubles par traitement spécial ;
Le prélevement du contenu pour les personnes agées ou les jeunes enfants ;

e L'administration de substances liquides ou pateuses.

1.3.7.2. Inconvénients
Les gélules ont aussi, comme toute forme galénique, des inconvénients.

e les gélules a base de plantes ont un prix relativement élevé.

¢ Interactions adhésives : La muqueuse oesophagienne constitue une zone favorable a
I'adhésion car, d'une part, elle est relativement peu hydratée et, d'autre part, en raison
du temps de transit tres court, les formes galéniques arrivant a son contact ne se
trouvent pas encore complétement hydratées Une adhésion oesophagienne doit étre
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absolument évitée car elle est susceptible d'entrainer des effets secondaires
indésirables ;
e Retard de transit, capable de se traduire par un retard d'absorption
interactions principe actif muqueuse (géne, douleur) ;
dans certains cas graves, peuvent étre a l'origine de perforations, voire d'ulceres et
d'hémorragies (nécessité de diluer le PA);
Il est fortement conseillé de les absorber avec de I'eau et en position assise ;
Une gélule est non fractionnable.

1.4. Les comprimes
1.4.1. Définition

Les comprimés sont des préparations de consistances solides, contenant un ou plusieurs
principes actifs. Ils sont obtenus par compression simple ou multiple. Ils peuvent étre enrobés ou non.
lls sont généralement destinés a voie orale et on peut distinguer.

e Lescomprimés nus (non enrobés) ;
e Les comprimés enrobés ;
e Les comprimés spéciaux.

1.4.2.Les differents types de comprimés
1.42.1. Lescomprimésnon enrobes

Une seule couche ou multi couches obtenus par compression, les comprimés effervescents,
destinés a étre dissous ou dispersés dans I'eau avant administration.

1.4.2.2. Lescomprimésenrobes

Enrobage classique: surface recouverte d’une ou plusieurs couches de résines naturelles ou
synthétiques, de gomme, aromatisants, colorants, si I’'enrobage est trés mince: comprimé pelliculé. Le
comprimé est enrobé, pour obtenir un effet particulier (comme la gastro-résistance) ou pour cacher la
couleur ou un godQt désagréable ou encore, avoir une couleur « commerciale ». Comprimé pelliculé,
L'enrobage est en général un film polymére trés fin utilisé pour cacher la couleur ou le goGt du
médicament.

1.4.2.3. Lescomprimés gastro-resistants

Des excipients, un pelliculage ou un enrobage particulier font que le médicament ne se dissout
pas dans I'estomac afin de protéger la substance active des sucs gastriques acides ou pour protéger
I'estomac d'un effet néfaste de la substance active (par exemple les AINS tels I'aspirine empéchent
I'estomac de se protéger contre sa propre acidité. Un ulcére peut alors apparaitre. L’enrobage doit
retarder I’action du suc gastrique (Alvarez-Lorenzo et al., 2000)..

1.4.2.4. Lescomprimés a libération modifiée

Sont enrobés ou non, p réparés avec des substances spéciales destinées a modifier
volontairement la vitesse ou le lieu de libération du ou des principes actifs.
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14.2.4.1. Comprimé a libération prolongée

Des excipients, un pelliculage ou un enrobage particulier font que la substance active va se
libérer lentement tout au long du transit intestinal. Cela permet de maintenir I'effet du médicament
sur plusieurs heures et de réduire le nombre de prises par jour (Allen, 1988).

14.2.4.2. Comprimé a libération modifiee

Des excipients, un pelliculage ou un enrobage particulier font que la substance active va se
libérer a un moment particulier, en général sur une fenétre d'absorption (la substance active n'est
absorbée qu'a un endroit particulier de l'intestin.)

1.4.3.Formulation des comprimes

La formulation pharmaceutique consiste a associer au(x) principe(s) actif(s) des adjuvants (des
excipients) choisis en fonction de la qualité gu’ils peuvent conférer a I'ensemble de la formule. La
classification suivante permet de définir les différents adjuvants et de préciser leur impact sur le
comportement des poudres (Alvarez-Lorenzo et al., 2000).

1.4.3.1. Lesdifférents types d’excipients

Les excipients sont d’origine naturelle, semi-synthétique, synthétique ; donc ils sont souvent
choisis dans le domaine alimentaire : amidon, lactose, huile végétale, aromatisant (Hir, 2001).

1.4.3.1.1. Les diluants

lIs jouent un rdle de remplissage lorsque la quantité de principe actif est insuffisante pour faire
un comprimé, ce sont des poudres dites inertes, généralement choisies en fonction de leurs propriétés
secondaires : hydrosolubilité, pouvoir adsorbant ou absorbant, pH et propriétés rhéologiques. Il s’agit
d’amidons, de sucres (lactose, saccharose, fructose), et des sels minéraux (Guyot, 1978).

1.4.3.1.2. Les liants ou agglutinants

Permettent de favoriser la liaison des particules de poudre entre elles qui ne pourraient pas
s'agglomérer en leur absence (cellulose microcristalline, carboxyméthylcellulose, PEG, gomme,
amidon, gélatine ; lls permettent de réduire la force de compression et ils peuvent étre utilisés soit &
I’état sec, soit le plus souvent en solution (ou pseudo-solution) aqueuse ou alcoolique (Guyot, 1978),
en cas de granulation. Ce groupe de matériaux a la capacité de favoriser les liaisons interparticulaires.

La plupart des excipients hydrophiles qui donnent des solutions visqueuses peuvent étre employés
comme liants : gomme arabique, methylcellulose, gélatines, amidons, polyéthyléne glycol (PEG) 4000
et 6000 (en poudre pour la granulation séche) (Guyot, 1978).

1.4.3.1.3. Les lubrifiants

lIs ont un triple réle dans la fabrication d’'un comprimé (Guyot, 1978):
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e Pouvoir glissant ou régulateur d'écoulement : amélioration de la fluidité du grain donc
du remplissage de la chambre de compression, permettre d’obtenir un comprimé de
poids constant (uniformité de masse).

e Pouvoir antifriction : réduction des frictions entre les particules ce qui assure une
meilleur transmission de la force de compression dans le mélange a comprimer

e Pouvoir anti-adhérant : diminution de I’adhérence des particules ou grains aux poingons
et a la matrice.

En plus de ces trois rdles, un lubrifiant apporte un aspect brillant et non poussiéreux aux
comprimés.

1.4.3.1.4. Les délitants ou désintégrants

lIs accélérent la désintégration du comprimé et donc la dispersion des composants dans I'eau.
Ce sont soit des produits de solubilité différente du principe actif (hydrosolubles si le principe actif est
peu soluble dans I’eau), ou des produits hydrophiles gonflant dans I'eau. lls favorisent la pénétration
de I'eau dans le comprimé et donc I’écartement des grains. Pour un effet optimal, ils sont incorporés
a sec juste avant la compression dans des proportions de I'ordre de 2 a 5 % (Guyot, 1978).

1.4.3.2. Lesadjuvants divers

1.4.3.2.1. Les mouillants

Les surfactifs peuvent étre utilisés pour compenser les propriétés trop hydrofuges de certains
constituants et ainsi favoriser la mouillabilité. Cependant, ils peuvent avoir I'inconvénient de rendre
plus difficile le dosage du principe actif (Guyot, 1978).

1.4.3.2.2. Les substances tampons

Elles protégent le principe actif contre les variations de pH au cours de la conservation ou
favorisent ses conditions de dissolution. Les sels de calcium, citrate de sodium, acides aminés, peuvent
étre utilisés (Guyot, 1978).

1.4.3.2.3. Les colorants

lIs sont utilisés essentiellement pour améliorer la présentation et la sécurité en limitant les
confusions. Le colorant peut étre ajouté dans le mélange soit a I'état sec soit en solution aqueuse ou
alcoolique. Ce sont par exemple le Jaune orange, la Rouge cochenille, le Bleu patenté (Guyot, 1978).

1.4.3.2.4. Les adsorbants et absorbants

IlIs retiennent certains constituants volatils et permettent I'incorporation de produits liquides
ou visqueux au sein du comprimé. Silice, cellulose microcristalline, sont utilisées (Allen, 1988).
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1.4.3.3. ROéle des excipients

Les excipients sont utilisés dans la fabrication des comprimés. Les excipients jouent un réle de
vecteur (véhicule ou base). Ils contribuent ainsi & améliorer certaines propriétés du produit
(comprimés) telles que la stabilité, le profil biopharmaceutique, I'aspect, I'acceptation par le patient
et la facilitation de fabrication. En fonction de la chimie du principe actif, les excipients sont choisis
(Guyot, 1978).

1.4.4.Mode de fabrication

Il existe trois principales méthodes de fabrication d'un comprimé, le choix se faisant
principalement selon les caractéristiques physico-chimiques des composants du comprimé (substance
active et excipients) :

Compression directe
Mélange des poudres (principes actifs et excipients) tamisés puis compression du mélange.
Granulation humide

Formation d’agrégats solides a partir de poudres grace a un liquide de mouillage (eau, sirop
simple), puis séchage.

Granulation par voie seche

Compression des particules sui conduit a un dégagement de chaleur permettant la formation
d’agrégats.

1.4.5.Contrdles réalisés sur les comprimés

Les contréles en cours de procédé et I'analyse a libération seuls ne sont pas suffisants pour
assurer cette qualité, par conséquent tous les facteurs qui pourraient affecter la qualité de produit
doivent étre correctement congus et démontrés pour fonctionner efficacement (Commission
Européenne, 2010).

1.45.1. Contréles du produit en cours de procédé

e Teneur en eau : la perte a la dessiccation peut étre utilisée pour déterminer si le
séchage a été suffisant.

e Distribution granulométrique : attribut trés important qui peut influencer la résistance,
I’épaisseur, la désintégration, la dissolution, la variation de masse et I'uniformité de
teneur des comprimés. Cet attribut, testé par analyse granulométrique.

e Homogénéité de répartition du principe actif dans le mélange : des échantillons de
mélange sont prélevés et analysés pour assurer que le principe actif est réparti dans le
mélange de maniere uniforme. Le temps de mélange le plus adapté doit étre établi pour
éviter les difficultés d’homogénéité. La technique de prélévement des échantillons est
critique pour valider ce test.
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e Masse individuelle des comprimés/gélules : la masse individuelle des comprimés ou
des gélules est déterminée tout au long de I’étape de compression ou de remplissage
pour assurer que le mélange s’écoule correctement et que I’équipement fonctionne
convenablement ;

e Résistance des comprimeés : la résistance des comprimés est déterminée régulierement
pendant la compression pour assurer que le procédé est toujours sous controle ;

e Epaisseur des comprimés : I’épaisseur des comprimés est également déterminée
régulierement et est directement reliée a la résistance et & la masse des comprimés.

1.45.2. Contrdles du produit fini

e Apparence : les comprimés doivent étre inspectés pour détecter des problemes tels
que des taches, des points, des marbrures... Si les comprimés sont colorés, la qualité
de la couleur doit aussi étre examinée.

e Dosage global : ce test déterminera si le produit posséde la quantité nominale de
principe actif.

e Uniformité de teneur : des échantillons sont prélevés tout au long du lot et analysés
pour assurer que la forme se conforme aux standards réglementaires ou des normes
internes plus restreintes ;

e Résistance des comprimés : parametre critique pour la manutention et la
performance.

e Friabilité des comprimés : caractéristique importante des comprimés pour éviter
I’endommagement des comprimés ou un empoussiérement excessif pendant les
opeérations de conditionnement et de stockage.

e Dissolution : la dissolution est importante pour assurer les caractéristiques propres a
libération et I’uniformité inter-lots.

1.4.6. Avantages Et Inconvénients
14.6.1. Avantages

Les comprimés constituent une forme galénique trés populaire parmiles préparations solides.
La raison de cette domination s’explique par les avantages proposés aussi bien aux industriels qu’aux
malades. En effet, la production nécessite peu d’étapes de préparation et s’effectue a des cadences
élevées d’ou un prix de revient moindre. lls présentent aussi d’autres avantages qui sont les suivants
(Rudolph et al., 2003) :

e Unemploi facile en raison de leur volume réduit et de leur solidité suffisante pour
subir les manipulations de conditionnement et de transport,

31



e Un masquage par enrobage de la saveur souvent désagréable des principes actifs,
moins perceptible qu’en milieu liquide,

Une bonne conservation en milieux sec et condensé ;

Dosage précis par unité de poids ;

Milieu sec et condensé favorable a une bonne conservation ;

Forme intéressante pour des PA peu solubles ;

Prix de revient peu élevé ;

Possibilités d’une association de plusieurs PA incompatibles (Cp. Multicouches) ;
Prolongateur de la libération de certains PA (Cp LP).

1.4.6.2. Inconvénients

e Difficiles a mettre au point (composition) ;

e Incompatibilités de certains principes actifs ;

e Ne convient pas pour les PA liquides (sauf trés faibles quantité) ;

e Forme concentrée qui peu agresser la muqueuse digestive si le délitement est lent ;
e Sont parfois irritants pour la muqueuse gastro-intestinale.

32



Chapitre 111

GENERALITES SUR LES
COMPLEMENT ALIMENTAIRE
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2. Généralités sur Les compléments alimentaires

Le concept de "complément alimentaire" est apparu dans les années 70 (Masson, 2009).
Ces derniéeres années, I’avancée des connaissances sur les aliments a induit une avancée de la
médication par des produits issus de I’alimentation. En conséquence, I’idée de la prévention
des maladies par une alimentation saine et équilibrée s’est développée et a vu fleurir de
nombreuses catégories d’aliments en rapport avec la santé : aliments fonctionnels, compléments
alimentaires (Masson, 2009).

2.1. Définition

Comme son nom I’indique, un complément alimentaire sert a compléter le régime

alimentaire en cas de besoin, et qui constituent tous les éléments essentiels (vitamines,
minéraux, fibres, acides aminés et acides gras) ou d’autres substances ayant un effet nutritionnel
ou physiologique seuls ou combinés.
Commercialisés sous forme de doses, a savoir les formes de présentation telles que les gélules,
les pastilles, les comprimes, les pilules et autres formes similaires, ainsi que les sachets de
poudre, les ampoules de liquide, les flacons munis d’un compte-gouttes et les autres formes
analogues de préparations liquides ou en poudre destinées a étre prises en unités mesurées de
faible quantité (Villepin et al., 2006).

2.2. Utilisation des compléments alimentaires
Les compléments alimentaires servent a (Frély, 2012) ;

e Compléter I'alimentation courante afin de procurer a I’organisme les aliments
nécessaires a la conservation et a I’équilibre de capitale santé ;

e Couvrir tout ou partie des apports quotidiens recommandés.

e Améliorer ses performances physiques et/ou intellectuelles ;

e Donner un coup de fouet a notre mémoire et a notre capacité de réflexion, Booster sa
libido, accélérer son régime, retrouver des jambes légéres, une peau éclatante, des
cheveux et des ongles solides, étre moins fatigué, retrouver un sommeil réparateur,
entretenir une bonne forme physique et mentale, mieux gérer les situations de stress et
de surmenage, renforcer ses défenses immunitaires.

2.3. Distinction avec les médicaments

La différence principale avec les médicaments est donc que les compléments
alimentaires ne présentent aucune fonction thérapeutique.
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Tableau 8: Différences entre un médicament et un complément alimentaire (Derbre, 2010).

Médicament Complément alimentaire

Objectifs Soigner ou prévenir une

. .| Entretenir le bien étre
maladie, une pathologie

Cibles Personnes malades ou | Personnes en bonne santé souhaitent le
susceptibles de I’étre rester
Propriétés Thérapeutiques Notionnelles ou physiologiques
Mise sur le . : Déclaration a la direction générale de la
, Autorisation de mise sur )
marché le marché concurrence, de la consommation et de la

répression des Fraudes(DGCCRF)

2.4. Le marché des compléments alimentaires

Les compléments alimentaires sont présentés notamment sous des formes galéniques
comme des gélules ou des comprimés, ce qui les rapproche insidieusement des médicaments.
Contrairement aux medicaments, la commercialisation des compléments alimentaires ne
nécessite pas d’autorisation individuelle de mise sur le marché (Frély, 2012).

Le concept de complément alimentaire est assez récent. Pourtant, ces derniéres années, leurs
ventes ont explosé, Le marché mondial en 2003 s'éléve a 45 milliards d'euros (Frély, 2012), le
marché francais des compléments alimentaires est de 1 milliard d’euros en 2010 (Frély, 2012).
Aujourd’hui, on les voit partout : dans les boutiques bios, dans les pharmacies, dans certains
salons et marchés et maintenant méme dans nos supermarchés ; sans oublier leur vente sur
Internet qui représentent 23% (Figure 13).

9% 3%
® Pharmaciens d’officines

® Internet 12% \‘ } 3% X
@ Magasins de diététique =

Les grandes surfaces. / |
m Autres 230 g BB

Figure 13: le marché frangais des compléments alimentaires en 2010.

Les raisons majoritaires de la consommation de compléments alimentaires sont, en 2009, pour
accroitre son tonus (62,4 %) et en 2006 pour améliorer son sommeil (47,9 %) (Villepin et
al.,2006). La raison de la prise de compléments alimentaires fait suite & une publicité dans 34 a
64 % des cas, a un conseil médical sans prescription dans 26 % des cas, a un conseil
pharmaceutique dans 21 a 29 % des cas, et a une prescription medicale dans 20 a 25% des cas
selon une enquéte du CREDOC (Mathe et al., 2008) réalisées entre 2006 et 2009.
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2.5. Réglementation des compléments alimentaires
2.5.1.Réglementation en Europe

Les compléments alimentaires sont encadrés au niveau européen par une directive de
2002 (JOCE N°183, 2002), transposée en droit francais dans le code de la consommation par
un décret de 2006 (JOCE N°267, 2006). lls font partie des denrées alimentaires.

La fabrication des compléments alimentaires doit respecter les normes HACCP : (analyse des
risques et points de controle critiques). Ce systeme permet d'identifier et de traiter tous les
dangers chimiques, biologiques et physiques de l'industrie alimentaire. Cela signifie, entre
autres, que des contrbles de contamination sont effectués et que le fabricant doit suivre des
procédures d'hygiene strictes au cours de la production.

La directive 2002/46/CE du Parlement Européen relative aux compléments alimentaires
contient ainsi une liste des substances vitaminiques et minérales autorisées qui peuvent étre
ajoutées a des fins nutritionnelles particulieres aux compléments alimentaires (tableau 9).

L’inclusion des substances vitaminiques et minérales dans cette liste positive ne peut se faire
qu’apres I’évaluation par ’EFSA d’un dossier scientifigue adéquat apportant toutes les
informations nécessaires sur la sécurité et la biodisponibilité de chaque substance individuelle.
Les sociétés souhaitant commercialiser une substance ne figurant pas dans la liste des
substances autorisées doivent soumettre une demande a la Commission Européenne.

Complément alimentaire du futur, énergisante, bourrée de nutriments, des propriétés
anti-age et anti-cancer, permettant méme de contréler son poids ou de construire du muscle. La
spiruline semble bonne a tout faire et convenir a tout le monde. Difficile alors d'y croire et de
ne pas y voir un nouveau produit miracle sponsorisé par un effet de mode.

2.5.2.Composition qualitative et quantitative

Devant I’explosion du marché des compléments alimentaires et I’engouement croissant
des consommateurs les autorités européennes ont pris des mesures afin de protéger la santé du
consommateur. Elles ont donc instauré un cadre Iégislatif commun a tous les états membres,
afin d’encadrer les pratiques commerciales et de renforcer la protection et I’information des
consommateurs. Alors 13 vitamines et 15 minéraux peuvent étre utilisés pour la fabrication des
compléments alimentaires en Europe (JOCE N°043, 1997) (Tableau 9).
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Tableau 9: Les doses journaliéres maximales.

Vitamins
A D E K Bl B2 B3Nicotinamide
800 ug | 5pg | 30mg | 25ug | 4,2mg | 4,8mg 54 mg
B5 B6 B8 B9 B12 C B3 Acide nicotinique
18mg | 2mg |450ug | 200pg | 3pg | 180mg 8mg
Minéraux
Ca Mg Fe Cu | Zn Mn
800mg | 300mg | 14mg | 2mg | 150ug | 15mg 3,5mg
K Se Cr Mb F P
80mg | 50pg | 25ug | 150pg | Omg | 450mg

2.5.3. Les allégations

Le reglement (CE) N° 1924/2006 du Parlement Européen et du conseil du 20 décembre
2006 concernant les allégations nutritionnelles et de santé portant sur les denrées alimentaires
(JOCE N°404, 2006) définie une allégation de santé comme tout message ou représentation «
qui affirme, suggére ou implique I’existence d’une relation entre d’une part, une catégorie de
denrées alimentaires, une denrée alimentaire ou I’un de ses composants, et d’autre part, la santé

»,

Les allégations sont divisées en trois catégories (JOCE N°404, 2006).

e Les allégations nutritionnelles elles font référence a la teneur d'un nutriment dans un
aliment. Elle indique par exemple « riche en calcium » ou « représente 30 % des apports

journaliers recommandés en vitamine C ».

e Les allégations santé qui font le lien direct entre une denrée alimentaire ou un de ses

composants et la santé du consommateur.

e Les allégations relatives a la réduction d’un risque de maladie qui mettent en avant le
fait que la denrée consommée permettra de réduire le développement d’une maladie
humaine.

Conformément au droit commun, ces différentes allégations ne peuvent étre employées sur
I’étiquetage ou dans la publicité si :

e Elles sont trompeuses, inexactes ou ambigués
e Elles suscitent des doutes au niveau de la sécurité du consommateur
e Elles encouragent la surconsommation du produit mis en avant
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o Elles exploitent la crainte du consommateur en mentionnant des modifications des
fonctions corporelles

De plus, il est interdit pour toute allégation de faire croire au consommateur qu’une alimentation
équilibrée ne suffit pas a sa santé et ne lui fournit pas les nutriments essentiels en quantité
appropriée.

2.5.4.Etiquetage et publicité

L’étiquetage des compléments alimentaires est régi par 3 textes réglementaires
européens :

e La directive européenne 2000/13/CE (JOCE N°109, 2000)

e La directive 1924/2006 du parlement européen et du conseil du 20 décembre 2006
(JOCE N°404, 2006)

e L’article 10 du décret N° 2006-352 du 20 mars 2006 (Villepin et al,. 2006).

L'étiquetage des compléments alimentaires, leur présentation et la publicité qui en est
faite ne doivent pas attribuer a ces produits des propriétés de prévention, de traitement ou de
guérison d'une maladie humaine, ni en évoquer ces propriétés.

Le complément alimentaire ne peut pas étre présenté comme possédant des propriétés
thérapeutiques ou curatives vis-a-vis d’une pathologie et ne peut donc pas se substituer au
médicament.

L’étiquetage doit également exposer de facon claire et chiffrée la quantité de nutriments
contenus dans les doses journaliéres recommandées par le fabricant. Les vitamines et minéraux
devront aussi étre exprimés en pourcentage par rapport aux valeurs de références (JOCE
N°109, 2000).

Les mentions obligatoires sur I’étiquette sont les suivantes:

e Le terme « complément alimentaire » doit figurer sur I’emballage, ainsi que le nom des
familles de nutriments utilisés (par exemple : vitamines ou minéraux).

e La liste compléte des ingrédients est obligatoire. Comme pour les aliments, ceux-ci sont
indiqués par ordre décroissant en quantité, avec I’ingrédient le plus abondant en premier.

e Des conseils d’utilisation doivent étre proposés, accompagnés de précautions d’emploi
comme la dose quotidienne maximale.

e Lesquantités de nutriments doivent étre indiquées en pourcentage de I’apport journalier
recommandé (AJR) pour une dose quotidienne.

e Une date de péremption doit étre indiquée, ainsi que des informations sur les conditions
de conservation.

e La présence de substances pouvant provoquer des allergies doit étre mentionnée.

Par ailleurs, les mentions facultatives ou interdites sur I’étiquette sont les suivantes:
e Les industriels sont incités a donner des conseils d’hygiéne de vie pouvant renforcer les
effets du complément.
e |l leur est interdit de suggérer qu’une alimentation équilibrée et variée ne constitue pas
une source suffisante de nutriments.
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2.6. Intérét de la prise de compléments alimentaires
2.6.1.Les besoins nutritionnels

Les besoins nutritionnels correspondent a la quantité de nutriments nécessaires pour
assurer I’entretien, le fonctionnement métabolique et physiologique d’un individu en bonne
santé. C’est la quantité de nutriments réellement absorbée qui est prise en compte, c’est-a dire
apres absorption intestinale, permettant la constitution et le maintien des réserves. Les besoins
nutritionnels moyens sont donc définis selon le sexe, I’4ge et une éventuelle situation
physiologique particuliere (comme la grossesse), par une approche expérimentale, I’absorption
des nutriments variant d’un individu a I’autre (Potier et al.,2003).

2.6.2.Les Apports Nutritionnels Conseillés (ANC)
Les Apports Nutritionnels Conseillés (ANC) correspondent aux normes définissant les
besoins nutritionnels nécessaires a apporter pour 97,5% de la population (Potier et al., 2003).

2.6.3.Les Apports Journaliers Recommandés (AJR)

Les Apports Journaliers Recommandés (AJR) correspondent aux valeurs européennes
utilisées notamment pour I’étiquetage des produits alimentaires. Ils sont proches des ANC, les
valeurs des AJR leur étant souvent légerement inférieures (Potier et al., 2003).

2.6.4.Energie brute(EB)

La valeur énergétique des aliments s’obtient en multipliant la teneur en glucides, lipides
et protéines, obtenue par les analyses physico-chimique par les facteurs de (Tableau 10).

Tableau 10 : valeur énergétique

Elément Valeur énergétique (kcal/g)
Glucide 4
Lipides 9
protéines 4

2.6.4.1. Laprise de compléments alimentaires chez un individu sain

Selon I’ANSES, les déficits et les carences en nutriments sont tres rares en population
générale et concernent majoritairement des groupes particuliers de population (femmes
enceintes, personnes agées en institution, populations en situation de grande précarité...)». De
plus, « dans ces groupes de populations spécifiques, des apports supplémentaires en vitamines,
minéraux et autres nutriments par les compléments alimentaires ou l'alimentation enrichie
peuvent présenter un intérét, mais leur indication dans ces situations releve plus du conseil
medical que d'une démarche alimentaire individuelle non éclairée (ANSES, 2010).
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2.6.4.2. Laprise de compléments alimentaires chez un sportif

La nutrition du sportif est reconnue comme un e€lément essentiel de sa réussite sportive.
S’il existe selon les sports des besoins spécifiques démontrés scientifiguement et nécessitant
alors des apports spécifiques, la nutrition du sportif doit tout d’abord étre équilibrée et variée,
comme pour le reste de la population. La consommation de compléments alimentaires ne doit
étre motivée que par la nécessité de compléter des apports nutritionnels insuffisants que le
médecin ou le diététicien est en mesure d’évaluer. Dans le cas contraire, elle peut risquer de
positiver un contr6le antidopage (Frély, 2012).

2.6.4.3.  La prise de compléments alimentaires la femme enceinte

La femme enceinte a des besoins métaboliques différents de la population générale
s'expliquant notamment par la croissance foeto-placentaire. Pour répondre a ces modifications,
des ajustements physiologiques sont réalisés par le corps : au niveau hématologique (le volume
plasmatique augmente de plus de 40%), au niveau gastro-intestinal (pertes intestinales et
urinaires, augmentation de I'absorption digestive), au niveau du métabolisme de base
(hyperinsulinemie au premier trimestre se transformant en insulino résistance au troisiéme
trimestre). Le but final est de maintenir I'homéostasie maternelle tout en couvrant les besoins
du feetus (Frély, 2012). La prise de compléments alimentaires chez les personnes vieillissants
et Agées

L’utilisation de compléments alimentaires chez les personnes vieillissants peut se
justifier par une diminution des apports alimentaires en micronutriments, une diminution des
défenses antioxydantes et une altération des statuts en micronutriments. La diminution des
apports alimentaires en nutriment s’explique par une évolution de la physiologie avec I’avancée
en age, en partie par des modifications du tractus gastro-intestinal et du pancréas qui modifient
I’absorption et la biodisponibilité des nutriments (Frély, 2012).

2.6.5. Classification des compléments alimentaires

Les compléments alimentaires peuvent étre qualifiés en fonction de leur composition.
Ainsi, les ingrédients employés dans la fabrication des compléments alimentaires doivent
conduire a la préparation de produits sirs, non préjudiciables a la santé des consommateurs.

La directive 2002/46/CE relative aux compléments alimentaires, défini que seules les
substances suivantes peuvent étre utilisées pour la fabrication des compléments alimentaires
(JOCE N°183, 2002):

e Les nutriments et les substances a but nutritionnel ou physiologique ;

e Lesplantes et les préparations a base de plantes ;

e Les autres ingrédients dont I’utilisation en alimentation humaine est traditionnelle ou
reconnue comme telle ou autorisée;

e Les additifs, les ardmes et les auxiliaires technologiques dont I’emploi est autorisé en
alimentation humaine (Villepin et al.,2006).
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2.6.6.Nutriments

Les nutriments sont des substances organiques ou minérales, directement assimilables
sans avoir a subir les processus de dégradation de la digestion. Ainsi, il existe la catégorie des
nutriments non énergétiques et énergétiques que sont les minéraux et les vitamines. Ces deux
types de nutriment comprennent une liste bien définie décrite dans I’arrété du 17 novembre
2006 relatif aux nutriments pouvant étre employés dans la fabrication des compléments
alimentaires (JOCE N°183, 2002).

2.6.7.Substances

Les substances a but nutritionnel ou physiologique sont définies dans le décret N° 2006-
352 du 20 mars 2006 relatif aux compléments alimentaires : « Substances chimiquement
définies possédant des propriétés nutritionnelles ou physiologiques, a I’exception des
nutriments (vitamines et minéraux) et des substances possédant des propriétés exclusivement
pharmacologiques (médicaments) » (Villepin et al.,2006).

2.6.8.Plantes

L article 2 du décret N° 2006-352 du 20 mars 2006 relatif aux compléments alimentaires
donne comme définition aux plantes et préparations de plantes : « Ingrédients composés de
végeétaux ou isolés a partir de ceux-ci, a I’exception des nutriments (Vitamines et Minéraux) et
des substances a but nutritionnel ou physiologique, possédant des propriétés nutritionnelles ou
physiologiques, a I’exclusion des plantes ou des préparations de plantes possédant des
propriétés pharmacologiques et destinés a un wusage exclusivement thérapeutique
(médicament) » (Villepin et al.,2006).

2.6.9. Autres ingrédients

Ce sont des ingrédients dont I’utilisation en alimentation humaine est traditionnelle ou
reconnu comme telle au sens du reglement (CE) N° 258/97 du Parlement Européen et du
Conseil du 27 janvier 1997 relatif aux nouveaux aliments et aux nouveaux ingrédients
alimentaires (JOCE N°043, 1997).

2.6.10. Additifs, ardmes et auxiliaires technologiques

Selon I’ANSES, les additifs, arémes et auxiliaires technologiques sont ajoutés en petites
quantités aux aliments lors de leur fabrication ou dans le produit fini dans un but technologique
améliorer leur conservation, réduire les phénomeénes d'oxydation, colorer les denrées, renforcer
leur golt (ANSES, 2010).

L’article 4 du décret N° 2006-352 du 20 mars 2006 (Villepin et al., 2006) relatif aux
compléments alimentaires définit les additifs, les ardmes et les auxiliaires technologiques dont
I’emploi est autorisé en alimentation humaine dans les conditions prévues par les décrets
suivants :

Le reglement (CE) N° 1333/2008 établit les régles relatives aux additifs alimentaires utilisés
dans les denrées alimentaires (JOCE N°1333, 2008).
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Le reglement (CE) N° 1334/2008 relatif aux ardbmes et a certains ingrédients alimentaires
possédant des propriétés aromatisants qui sont destinés a étre utilisés dans et sur les denrées
alimentaires (JOCE N°1334, 2008).

Le décret N° 2001-725 du 31 juillet 2001 relatif aux auxiliaires technologiques pouvant
étre employés dans la fabrication des denrées destinées a I’alimentation humaine (JOCE
N°180, 2001).
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2.7. Présentation du groupe SAIDAL

SAIDAL est une Société Par Actions, au capital de 2.500.000.000 dinars Algériens. 80
% du capital du Groupe SAIDAL sont détenus par I’Etat et les 20 % du capital restants ont été
cédés en 1999 par le biais de la Bourse a des investisseurs institutionnels et a des personnes
physiques (saidal.dz, 2013).

Sa vision réside dans sa capacité de se projeter dans le futur et assurer la position d’un
laboratoire leader au niveau régional, national tout en percant la marche internationale.

Le groupe SAIDAL emploie 4 500 travailleurs. Les cadres représentent 42% de I’effectif du
groupe. 45% constituent I'effectif de la maitrise et 13% a I’exécution. Le groupe qui se
développe voit ses besoins en matiére de ressources humaines suivre. Avec la réalisation
d’autres unités, 6 000 emplois supplémentaires seront créés, dont 60% concernent des
universitaires. De ce fait, SAIDAL comptera a I’avenir un nombre avoisinant les 10 000
employés (liberté 24/04/2010).

2.7.1.Historique

L’entreprise nationale de production pharmaceutique avait pour mission d’assurer le
monopole de la production et de la distribution des médicaments, produits assimiles et réactifs
ainsi d’approvisionner des quantités suffisantes pour la couverture du marche algérien.

Elle changea de dénomination en 1985 pour devenir SAIDAL. En 1989, suite a la mise
en ceuvre des reformes économique dote dune autonomie de gestion et fut choisi parmi les
premieres entreprises nationales pour acquérir le statut de sociétés nouvelles ou filiales.

En 1997, SAIDAL a met en ceuvre un plan de restructuration qui s’est traduit par sa
transformation en groupe industriel le 2 février 1998 auquel sont rattachées trois filiales
(Pharmal, Antibiotical et Biotic).

Actuellement Le groupe Saidal est composé de quatre filiales (Hammadi, 2010).

e La filiale Pharmal : trois usines (Dar El-Beida, Constantine, Annaba) ;

e La filiale Biotic : quatre usines (Batna, EI- Harrach, Cherchell, Gué de
Constantine) ;

e La filiale Anibiotical : spécialisée dans la production des antibiotiques ;

e La filiale Somedial : un joint-venture entre le groupe algérien et un groupement
pharmaceutique européen dans lequel SAIDAL a reéévalué sa prise de
participation.

2.7.2.Présentation de I’unité biotical Médéa

Cette filiale située a Médéa (80 km d’Alger) est spécialisée dans la production des
antibiotiques, (Figure 14) pénicilliniques et non peénicilliniques. Elle est dotée des installations
nécessaires a la fabrication des médicaments depuis I’obtention du principe actif jusqu’a sa
mise en forme galénique. Cette filiale dispose d’une unité pour la production des principes actifs
pénicilliniques et non pénicilliniques par fermentation /semi synthése.
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Figure 14 : Photographie de complexe SAIDAL anti biotique-Médea (Saidal.dz)

2.8. Matériel et méthodes

2.8.1. Matériel

2.8.1.1. Verreries

Tubes a essais en verre de 25ml

Pipettes Pasteur

Pipettes graduées 1mL, 10mL

Burettes graduées

Eprouvettes graduées (500mL, 1000mL)
Bécher de 500 mL

Flacons en verre de 250mL

Erlenmyer

Ballon jaugé de 1000 mL

2.8.1.2. Appareillages

Bec bunzen

Etuve d’incubations

Réfrigérateurs pour stocker les milieux de cultures et les échantillons
Four Pasteur pour stériliser & 180°C. /30 min
Bain Marie

Thermomeétre approprié

Centrifugeuse

pH metre

Dessiccateur

Destilateur d’azote

Four & moufle

Dispositif de SOXHLET

Rotavapeur

Spectrophotométre UV

L’etuve 37°C, 44°C

Compremeuse manuelle

Friabilimétre

Durométre
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e Désintegrateur
e Appareil de dissolution.

2.8.1.3.  Milieux de cultures (annexel)
2.8.1.3.1. Milieu solide

Gélose EGTA

Gélose viande foie (VF)
Gélose OGA

Gélose Hecktoen
Gélose Chapman

2.8.1.3.2. Milieu liquide

Milieu Schubert

Milieu de Rothe

Milieu d’Eva lizky

Eaux physiologique a 0.9 %( 9 g de NaCl dans 1 litre d’eau distille).
Milieu Geolliti Gantonie

2.8.1.4.  Echantillonnage

L’échantillonnage est une opération qui demande le plus grand soin, et doit étre effectue
de maniére a obtenir des échantillons représentatifs du produit.

2.8.2.Matériel Algale, la spiruline

La spiruline dont on dispose (annexe3) est une micro-algue en forme de petits granulés
secs de couleur verte (Figure 15).

Elle été I’objet de plusieurs recherches et publications scientifiques en Algérie, outre I’intérét
des scientifiques sur sa culture (Saggai, 2008; Hacene et al.,2001), ses effets thérapeutiques
(Doumandji et al.,2011), comme source d’énergie (Chader, 2007), sur son intérét notionnel
par incorporation dans divers aliments quotidiens (Doumandji et al., 2011).

Les propriétés nutritionnelles et thérapeutiques exceptionnelles de la spiruline, sa facilité de
culture, sa haute productivité et son faible colt de production par rapport aux autres produits
aquacoles, nécessite une attention particuliére pour son développement dans notre pays, une
attention qui doit dépasser les cultures traditionnels et les essais expérimentales et passer a une
culture et une commercialisation a grande échéle.

L’objectif de cet étude est I’élaboration d’un complément alimentaire a base de poudre de
spiruline sous formes de comprimes et des gélule, pour cela la poudre de spiruline est
préalablement préparée, en lui appliquant un broyage puis un chauffage a 65°C pendant 2 a 3
minutes dont le but d’assurer sa bonne qualité hygiénique (Benahmed Djilali et al., 2013).
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Figure 15: Aspect de la poudre de spiruline (photographie originale).

Cette poudre est conservée dans une boite fermée hermétiquement et couverte de papier
aluminium a I’abri de I’air, de la lumiére et de I’humidité.

2.9. Méthodes d’analyses
2.9.1. Caractérisation physico-chimique de la poudre de spiruline
29.1.1. LepH

Le pH de la solution de spiruline a 4% (4 g de poudre de spiruline diluée dans 100 ml
d’eau distillée) a été déterminé a I’aide d’un pH metre (Figure 16) préalablement étalonné.
(Jourdon ,2012)

Figure 16 : photographie de pH metre (photographie originale).

2.9.1.2. Lateneur en matiére séche (Godon et Loisel,1991)

La matiere séche est la masse restante apres dessiccation complete, elle est
habituellement indiquée en fraction massique et elle est conventionnellement exprimée en
pourcentage en masse.

Principe et mode opératoire
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La teneure en matiere séche est la masse restante aprés dessiccation complete de
la matiére. Elle est conventionnellement en pourcentage massique.

Placer le panier contenant I’échantillon dans I’étuve a 102+ 2 °C pendant 24 h.
Refroidir au dessiccateur (Figure 17) puis peser.

Figure 17 : Photographie d'un dessiccateur (photographie originale).
Expression des résultats
La matiére séche, est exprimée en pourcentage selon I’équation 1 :

M, =20 4 100 Equation 1

my1—Myo
Ou

M : Taux de matiere séche dans la spiruline ;

m,,. La masse du verre de montre(g) ;

m,,, . La masse du verre de montre+ la prise d’essai (Q) ;

m,, . La masse du verre de montre+ la prise d’essai séche(g) ;

H: humidité (%) =100-M, .

2.9.1.3. Détermination de I’acidité titrable

Le but est de mesurer approximativement la teneur totale en acides organiques naturels.
Le dosage étant effectué par titrage avec une base forte (NaOH 0,1N) en présence de
phénolphtaléine comme indicateur comme indicateur coloré (Figure 18).

La concentration des acides dans les aliments, tels que les acides acétique, citrique, lactique et
malique, est déterminée par titrage d’une prise d’essai a I’hydroxyde de sodium jusqu’a virage
a un pH de 8,1. (Board, 1987). L’acide prédominant de est I’acide citrique mono hydraté qui
est utilisé dans I’expression des résultats selon une méthode normalisée.

Principe et mode opératoire
Peser a 0,01g prés au moins 25 g de poudre de spiruline ;
Placer I’échantillon dans une fiole conique avec 50 ml d’eau distillée chaude récemment
bouillie et refroidie, puis mélanger jusqu' a I’obtention d’un liquide homogene ;
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Adapter un réfrigérant a reflux a la fiole conique puis chauffer le contenu au bain-Marie
pendant 30 mn ;

Refroidir, transvaser quantitativement le contenu de la fiole conique dans une fiole jaugée de
250 ml et compléter jusqu’au trait de jauge avec de I’eau distillée récemment bouillie et
refroidie, bien mélanger puis filtrer ;

Prélever a la pipette 25 ml du filtrat et les verser dans un bécher ;

Ajouter 0,25 a 0.5 ml de phénolphtaléine et tout en agitant, titrer avec de la solution
d’hydroxyde de sodium 0,1 N jusqu’a I’obtention d’une couleur rose persistante pendant 30
secondes.

Expression des résultats

L acidite titrable est exprimée en grammes d’acide citrique pour 100 g de spiruline
séche (Equation 2) :

v1*T " 100
m Vo*10

M, = 0,07 Equation 2

M, : Taux d’acidité titrable dans la spiruline(%) ;

Vo: Volume de la prise d’essai (ml) ;

v;: Le volume de la solution d'hydroxyde de sodium utilisée;

T: Le titre exact de la solution d’hydroxyde de sodium utilisée ;

m : La masse de la prise d’essai(g) ;

7,13 : Le coefficient de conversion en acidité titrable en équivalent acide citrique.

Figure 18 : Appareille de titrage (photographie originale).

2.9.1.4. Lateneur en protéines

Détermination de la teneur en protéines : Méthode de Kjeldhal (Pharmacopée

Européenne, 1997).
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Principe et Mode opératoire

La méthode de Kjeldhal est basé sur la faite que la teneur en protéine est proportionnel
a la quantité d’azote total dans la matiére végétale (Equation 3).

Prise d’essai :

Introduire dans les matras environ 1 g de I’échantillon suivant la teneur présumée en
azote et le degré de I’homogénéisation du produit.

Minéralisation :

Placer le matras sur le dispositif de chauffage, apres avoir ajouté environ 5¢g de
catalyseur et 7 ml d’acide sulfurique concentré, chauffer doucement en agitant de temps
en temps. Augmenter la température progressivement jusqu'a ce que le liquide devienne
limpide et de coloration verte stable. Poursuivre le chauffage environ 2 heures et laisser
refroidir les matras. Compléter en ajoutant 100 ml d’eau distillée.

Distillation :

Mettre le matras dans I’appareil a distillation (Figure 19). Alcaliser le milieu en
introduisant lentement dans le matras environ 30 ml de solution NaOH (10N), il se
produit un échauffement notable du produit, aprés rincer la paroi du circuit par I’eau distillé

L’entrainement de I’ammoniac commence peu aprés. L’ammoniac libéré par I’alcalisation
est distillé. Le distillat est recueilli dans un erlenmeyer contenant 30 ml de la solution
absorbante (solution d’acide borique et I’indicateur : rouge de méthyle+ vert de bromocrésol).
Poursuivre la distillation jusqu'a récupération d’environ 100 ml de distillat.

Titrage :

Le titrage doit étre effectué aussi rapidement aprés la distillation par une solution
d’acide sulfurigue 0,1 N jusqu'a persistance du point de virage. Un essai a blanc doit
étre inclus dans chaque série de dosage.

Expression des résultats

La teneur en azote total exprime en gramme d’azote pour 100 g d’échantillon est donné.
Le résultat de la détermination est exprimé en protéine apres multiplication de la teneur en
azote total par un coefficient approprié correspondant a la position du produit (Equation 4).

La teneur en azote total est déterminée par la formule suivante:

My (%) = % * 100 Equation 3
Ou:

M,y Teneur en azote total dans la spiruline;
M,, . Teneur en protéine de la spiruline;

m: La masse de la prise d’essai(Q);
Vs - Volume d’acide sulfurique (0,1N) utilisé pour la neutralisation de I’ammoniac.
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La teneur en protéines (M,,) est déterminée par la formule suivante par I'Equation 4.

M,(%) = 6,25 « N(%) Equation 4

Figure 19: Photographie d'un distillateur d’azote (photographie originale).

2.9.1.5. Lateneur en cendres

La teneur en cendres correspond conventionnellement a la masse du résidu
d'incinération de la substance dans les conditions déterminées ci-aprées (Arrété du 8 septembre
1977).

Principe

Incinération de la matiere seche a 550 °C + 25 °C dans un lent courent d’air et pése du
résidu obtenu.

Mode opératoire

Porter au four a moufle (Figure 20) le creuset, plus la prise d’essai d’environ 2g
de I’échantillon, chauffer progressivement durant 1h30mn a 2h30mn a 550 °C, afin d’obtenir
une carbonisation sans inflammation de la masse.

L’incinération doit étre poursuite s’il y’a lieu, jusqu'a combustion compléte du carbone
formé (résidu blanc ou gris clair) placer le creuset dans le dessiccateur et I’y laisser
refroidir a la température ambiante. Peser a 0,1 mg prés.

Expression des résultats

Les cendres de I’échantillon, exprimes en pourcentage en masse calculée selon la
relation suivante (Equation 5).

M(%); =220, 100 5« 2

Equation 5
Meq1—Meo 100-H

ou:
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M (%): Teneur en cendres (% massique)

Mo : la masse du creuset (g) ;

M1 : la masse du creuset+ la prise d’essai(g) ;

M2 : la masse du creuset+ la prise d’essai séche(qg) ;
H: lateneur en eau de la masse de I'échantillon (%).

Figure 20: Photographie d'un four a moufle (photographie originale).

2.9.1.6. Teneur en lipides
Principe et mode opératoire

La détermination des matiéres grasses est faite selon la méthode d'extraction par le
SOXHLET (Figure 21) en utilisant I'nexane comme solvant (NA 7401, 2008) .

50 g d’échantillon sont placées dans le SOXHLET et y introduire 500 ml
d’ hexane dans le ballon, régler la température a 60°C. Par la suite , chasser la majeure partie
du solvant a l'aide de I'évaporateur rotatif (Figure 22) pour éviter I'ébullition de I'huile qui a la
longue pourrait modifier les indices d’acidité. Le ballon contenant les lipides est placé a I'étuve
pendant 30 min a 103°C, puis au dessiccateur pendant 30 min.

Figure 21 : Photographie d’un dispositif de SOXHLET (photographie originale).
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Figure 22 : Photographie d’un rotavapeur (photographie originale).

Expression des résultats

Le poids des lipides est obtenu par la différence entre le poids final et le poids initial du
ballon. Les résultats sont donnés par la formule suivante (Equation 6).

My (%) = (":;“_—M'?B) * 100 Equation 6

2
100

Ou

Mg : Lateneur en matiére grasse ;
ma : Poids du ballon + extrait (g) ;
msg : Poids du ballon vide (g) ;

P : Poids de la prise d'essai (g) ;
Mg : Matiere seche (%).

2.9.1.7.  Teneur en glucides

La méthode utilisée pour déterminer le taux des glucides est inspirée de celle de la
réaction acide sulfurique + anthrone adaptée a la biomasse algale (Miron, 2003).

Principe et mode opératoire

A 100 mg de biomasse sont ajoutés 8 ml d’acide perchlorique agité fortement et laissé
pour hydrolyse pendant 12 h.
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Cing (5) ml du réactif a l'anthrone fraichement préparé sont ajoutés a 1 ml du filtrat
précédemment obtenu puis chauffés a 100°C pendant 12 minutes, une couleur verte se
développe en raison de la formation d'un complexe glucose — anthrone, auquel on détermine la
densité optique a 630 nm apres refroidissement du mélange par spectrophotometrie (UV-
visible) (Figure 23).

Figure 23 : Photographie d un spectrophotomeétre (photographie originale).

Le blanc étant 5 ml du réactif additionné a 1 ml d’eau distillée. Un courbe étalon est réalisé en
préparant des concentrations connues de glucose dissous dans de I’eau distillée.

2.9.1.8. Teneur en métaux lourds

La spiruline absorbe trés facilement les métaux lourds présents dans le milieu de culture.
Certains sont toxiques pour I'nomme (mercure, plomb, cadmium). Une analyse de la poudre de
spiruline est effectue en vue de dosage des métaux lourds selon la méthode décrite par la
pharmacopée européenne (Pharmacopée Europenne, 2009).

Mode Opératoire

Solution a examiner

Dans un creuset de platine, introduisez la prise d’essai prescrite (au maximum 2 g de
substance a examiner) et 4 ml de solution de sulfate de magnésium a 250 g/l dans I’acide
sulfurique dilué.

Chauffez ensuite progressivement jusqu’a carbonisation, puis obtention de cendres
pratiqguement blanches ou au plus grisatres, la température ne dépassant pas 800 °C et laissez
refroidir.

Reprenez le résidu a 2 reprises par 5 ml d’acide chlorhydrique dilué.

Ajoutez 0,1 ml de solution de phénolphtaléine, puis de I'ammoniaque concentrée jusqu’a
coloration rose.

Refroidissez, ajoutez de I’acide acétique glacial jusqu’a décoloration, puis 0,5 ml en excés. Si
nécessaire, filtrez et lavez le filtre. Complétez a 20 ml avec de I’eau.

Solution témoin.

Procédez comme il est décrit pour la solution a examiner, en utilisant le volume prescrit
de solution a 10 ppm de plomb (Pb au lieu de la substance a examiner). Prélevez 10 ml des 20
ml obtenus et ajoutez 2 ml de solution a examiner.
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Solution de controle.

Procédez comme il est décrit pour la solution a examiner, en ajoutant a la substance a
examiner le volume de solution a 10 ppm de plomb (Pb) prescrit pour la solution témoin.
Prélevez 10 ml des 20 ml obtenus et ajoutez 2 ml de solution a examiner.

Solution a blanc.

Un mélange de 10 ml d’eau et de 2 ml de solution & examiner. A 12 ml de chaque
solution, ajoutez 2 ml de solution tampon pH 3,5. Mélangez et ajoutez a 1,2 ml de réactif au
thioacétamide puis mélangez immédiatement. Examinez les solutions aprés 2 min.

Expression des résultats

L’essai n’est valable que si la solution témoin montre une Iégére coloration brune
comparée & la solution a blanc et si la solution de contrdle est au moins aussi intense que la
solution témoin.

2.9.2.Extraction des pigments hydrosolubles
L’extraction des différents pigments de la spiruline a été réalisée selon la méthode
décrite par Ruiz (Ruiz, 2005).

2.9.2.1.  Séparation des pigments par CCM

La technique adaptée pour la séparation des différents pigments de spiruline par la
chromatographie couche mince est celle rapportée par Wilmotte (Wilmotte, 2007)

e L’éluant utilisé est composé de : Solvant (85% éther de pétrole, 10% acétone, 5 %
isopropanol).

e Tampon (pour 1 litre : 8 g NaCl, 0,2 g KH2POs, 1,15 g Na2HPO4.2H:0, 0,2 g KClI, pH
7,2).

2.9.2.2. Caractérisation spectrale des pigments
Pour ce faire, des dilutions sont réalisées si nécessaire de chaque échantillon avec
I’éthanol pour ne pas avoir des absorbances supérieures a 0,8. Ensuite, I’absorbance entre 400

et 750nm pour I’enregistrement des spectres obtenus, est mesurée. Ainsi, la longueur d’onde
des maxima d’absorption des différents pigments isolés, est précisée.
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2.9.2.2.1. Quantification de la chlorophylle

Principe et mode opératoire

La quantité des chlorophylles est mesurée par spectrophotométrie, 5 mg de poids sec de
micro algue sont centrifugés (800 x g pendant 2 min) puis mélangés a 8 ml d’acétone 90%
(volumique) pour extraire tout les pigments (Hansmann, 1973).

La suspension est agitée vigoureusement puis mise a I’obscurité a 4°C pendant 48 h.
Un surnageant est obtenu aprés centrifugation (800 tr pendant 5 min). La densité optique de ce
dernier est lue au spectrophotometre (UV - Visible) (Figure 20) a 665, 645 et 630 nm.

Expression des résultats

La quantité des chlorophylles est calculée selon les équations suivantes :

MCha - 11, 6 * D0665 - 1, 31 « D0645 - O, 14 « D0630 Equatlon 7
MChb - 20, 7 * D0665 - 4‘, 34 D0645 - 4‘, 42 * D0630 Equatlon 8
MChc = 55, 0 * D0665 - 6, 64 = DO645 - 16, 3 * DO630 Equatlon 9

Mcha » Mchb €t Mche @ Concentrations des chlorophylles a, b et ¢ (mg/l) ;
DOggs, DOg4set DOgs, : La densité optique (DO) mesurée a la longueur d’onde 615, 645 et 652
nm respectivement (m™).

2.9.2.2.2. Dosage colorimétrique de la phycocyanine

La teneur en phycocyanine a été déterminée par colorimétrie en mesurant I’absorbance
DO a 615 nm et DO a 652 nm (Jourdan, 2012).

Principe et mode opératoire

Soit C % la concentration de spiruline seche mise a tremper dans I'eau autour de
4 %( tremper 40 mg de spiruline dans 10 ml d’eau distillé). Laisser décanter et prélever la
solution bleue, la centrifuger si lI'on dispose d'une centrifugeuse de laboratoire. Prélever la
solution centrifugée ou bien décantée: environ 0,5 a 1 ml. Diluer ce prélevement d'un facteur
de 100 environ avec de l'eau. Soit DIL ce facteur de dilution, en volume. Mesurer au
colorimétre ou spectrophotomeétre (cuve a trajet optique 11 mm) la densité optique (DO) a 615
nanometre (nm) de longueur d'onde, DO615, et a 652 nm, DO652 ( Jourdan, 2012).

Expression des résultats
Le Taux de phycocyanine (% en poids) est déterminé selon la formule (Equation 10):

M., = 1,873 * (DOgs — 0,474  DOgs,) * o Equation 10
p 615 65 C

M., : Concentration initiale en phycocyanine(%) ;
DIL : Facteur de dilution ;
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DOg1s, DOgs, : La densité optique (DO) mesurée a la longueur d’onde 615, et 652 nm
respectivement (m™) ;
C: La concentration de spiruline seche mise a tremper dans l'eau autour de 4 %.

2.9.2.2.3. Dosage colorimétrique des caroténoides

La concentration en caroténoides a été déterminée par colorimétrie, en mesurant la
densité optique a 450 (Jourdan, 2012).

Principe et mode opératoire

Ajouter 25 % d'acétone ou, a défaut, d'alcool a 90°, a une solution de spiruline dans
I’eau distillé, et la maintenir 24 heures au réfrigérateur. Soit C la concentration en spiruline dans
cette suspension. Décanter, et si possible centrifuger, et prélever 0,5 ml de la solution. Diluer a
I'acétone ou a l'alcool.

Expression des résultats

Soit la concentration de spiruline seche mise a tremper dans I’eau autour de 4%. Et le
poids des caroténoides est déterminé par la formule (Equation 11).

Mcar = 0,357 * DOggp * = Equation 11

Ou:

M., : Concentration des caroténoides(%) ;

DOgc, : La densité optique mesurée a 450 nm ;

DIL : Facteur de dilution en volume ;

C : La concentration en spiruline dans cette suspension autour de 4%.

2.9.3. Analyses microbiologiques

Les analyses microbiologique, effectuées sur les échantillons de spiruline, comprimes,
gélules visaient a controler la qualité hygiénique de ces produits : il s'agissait donc d’un
contréle de matiére premiére et de produits finis.

2.9.3.1. Préparation des dilutions décimales

La spiruline destiné aux analyses microbiologiques dans notre étude est sous forme de
poudre donc n’est pas directement pipetables, de ce fait, elle nécessite une fluidisation
représentée par ce qu on appelle : la suspension mere. Cette suspension doit étre préparée dans
des conditions d’asepsie rigoureuse en manipulant sous hotte a flux laminaire, on a procédé a
leurs préparations selon la norme (NF V 08-301, 1983).

Pour la préparation des solution, pesée aseptiquement 25 g de spiruline dans un récipient
stérile et taré ; ajouter ensuite 225 ml d’eau physiologique pour obtenir la dilution 107,
puis homogeénéiser par agitation manuelle.

Prélever 1 ml de la dilution 10 précédente I’aide d’une nouvelle pipette pasteur stérile,
et Iintroduire dans un tube contenant 9 ml d’eau physiologique. Le tube est agité manuellement
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pour rendre la dilution homogéne et on obtient une dilution de 1/100eme ou 102. On
procéde de la méme maniere pour les autres dilutions.

Toutes les manipulations s’effectuent avec un maximum de précision et de maniére
aseptique et chaque pipete n’est utilisé qu’une seule foi.

Pour le produit fini les dilutions sont faites a partir d’une solution mére préparée suivant
la méthode suivante :

On met 1g de produit dans 10 mL d’eau physiologique et a partir de cette solution on prépare
les autres dilutions jusqu'a 107,

2.9.3.2. Recherche et démembrement de la flore microbienne

Les analyses microbiologiques reposent sur la recherche et le dénombrement des
germes les plus significatifs de I’état hygiénique du produit, nous avons effectué :

e Larecherche et le dénombrement de la flore mésophile totale qui est indice de I’état
général de la qualité du produit ;
e La recherche et le dénombrement des groupes de germes indicateurs de
contamination fécale:
Les coliformes;
Les Clostridium sulfito-réducteurs;
e Larecherche des germes pathogénes:
Les salmonelles;
Les staphylocoques (Staphylococcus aureus);
e Larecherche des levures et moisissures;
e Larecherche des streptocoques fécaux.

2.9.3.2.1. Recherche et dénombrement de la flore mésophile totale

C’est I’ensemble des microorganismes aptesa se multiplier a I’air libre avec une

croissance optimale situee entre 25 et 45°C. Cette flore est un indicateur de la qualité
générale du produit a analyser (Guiraud, 1998).
Le dénombrement de ces germes reste la meilleure méthode permettant d’estimer I’indice
de salubrité et de qualité des aliments dans un contr6le. Un aliment dont la flore totale est
en dessus des normes présentera de mauvaises conditions de conservation et sera considéré
comme impropre a la consommation.

Principe

Le milieu utilise est une gélose nutritive de type TGEA exempte d’inhibiteur et
d’indicateur, apres incubation cette flore apparait sous forme de colonies lenticulaires
(Guiraud et al., 1980).

Mode opératoire

A partir des dilutions décimales allant de 10 * a 10" mettre aseptiquement 1 ml dans
une boite de pétrie vide et stérile. Compléter ensuite avec environ 15 ml de gélose TGEA, puis
faire des mouvements circulaires en forme de 8 pour permettre a I’'inoculum de se mélanger
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avec la gélose, laisser solidifié sur la paillasse, les boites ensuite sont incubés a 30°C pendant
72 heures (Bourgeois et al., 1991).

Lecture

Retenir les boites contenants un nombre de colonies compris entre 30 a 300.
Les résultats sont exprimés en nombre de germes par ml, elles sont données par
I’équation 13:

Ng =55 Equation 12
N,: Nombre de germes par ml de produit ;
N.: Nombre de colonies ;
v: Volume de dilution ;
Dil: Facteur de dilution ou la dilution considérée.
2.9.3.2.2. Recherche et dénombrement de coliformes totaux

Ils appartiennent a la famille des enterobaceriaceae ; ce sont des bacilles Gram-,

a sporulés, oxydase-, aéro-anaérobies facultatifs, et capables de se développer en sont
vivantes naturellement dans I’intestin. La présence de ces germes dans le produit a analyser
traduit une contamination fécale récente (Guiraud, 1998).

La recherche et le dénombrement des coliformes est faite en milieu liquide par la technique du
NPP (nombre le plus probable) (annexe2).

Mode opératoire

La technique en milieu liquide fait appel a deux tests consécutifs a savoir (1ISO 4832,
2006) :
e Le test de présomption : réservé a la recherche des coliformes totaux ;
e Le test de confirmation : encore appelle test de mac kenzie et réservé a la recherche des
coliformes fécaux a partir des tubes positifs du test de présomption.

Test de présomption

On prend 3 séries de 3 tubes contenant 10 ml de bouillon lactose bilié au vert brillant
(VBL) avec cloche de Durham. On porte successivement dans chacun des trois tubes de la
premiére série 1ml de la dilution de 10, puis dans chacun des trois tubes de la deuxieme série
1 ml de la dilution 1072, et dans chacun des trois tubes de la troisiéme série 1 ml de la dilution
103,

Chassez le gaz présent éventuellement dans les cloches de durham et bien mélangé le milieu et
I’inoculum.

L’incubation se fait a 37 °C pendant 24 a 48 heures.
Lecture
Sont considéres comme positifs les tubes présentant a la fois.
e Un dégagement gazeux (supérieur au 1/10 de la hauteur de la cloche) ;

e Un trouble microbien accompagne d’un virage du milieu au jaune.
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Test de confirmation

A partir de chaque tube de milieu présomptif ayant donne un résultat positif, on repique
2 a 3 gouttes dans le milieu indole mannitol (Schubert) muni d une cloche de durham
Les tubes sont incubes a 44 °C pendant 24 heures.
Les tubes positifs sont ceux ou apparait un dégagement de gaz dans la cloche de durham et un
anneau rouge en surface, témoin de la production de | indole mannitol par Escherichia coli aprés
addition de 2 a 3 gouttes du réactif de kovacs.

Expression des résultats

Apres lecture, on note le nombre de tubes donnant un test gaz positif et un test indole
positif pour chaque série de tube ensemence.

A partir de ce chiffre ou code obtenu on procede a la lecture sur la table de Mac Grady (table
NPP)(annexe2) pour la détermination du nombre le plus probable de coliformes fécaux et
éventuellement d Escherichia coli.

2.9.3.2.3. Recherche et dénombrement des Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus sont les plus réguliéres pathogénes, sont anaérobies facultatifs
(Bourgeois et Leveau, 1991), des catalases positives, coagulasses positives, immobiles et non
sporules, capables de produire une ou des entérotoxines ; la bactérie est considére comme un
témoin d’hygiene (Larpent, 1997).

Principe

L’enrichissement sur milieu Giolitti Cantonii (GC) permet une révérification idéale des
souches stressé par la réduction de téllurite de potassium en tellure responsable de la coloration
noire, de plus le téllurite de potassium a un effet inhibiteur sur les autres germes.

L’isolement sur le milieu Chapman sélectionne les Staphylococcus aureus. Sa teneur élevée en
chlorure de sodium, permet I’inhibition des autres germes. La fermentation du mannitol est
mise en évidence par le virage de phénol au jaune (1SO 6888, 1983).

Mode opératoire

A partir des dilutions décimales, porter aseptiquement 1mL par dilution dans un tube a
vis stérile. Ajouter par la suite environ 15mL du milieu d’enrichissement GC, auquel est ajouté
du téllurite de potassium homogénéisé le milieu et I’inoculum. Incuber les tubes a 37°C pendant
24 a 48 heures.

Lecture

Seront considére positif, les tubes ayant virés au noir.
Ces tubes feront I’objet d’une confirmation par I’isolement sur gélose Chapman, coulée en boite
de Pétri séchée.
Les boites de Chapman ainsi ensemencées seront incubées a leur tour a 37°C pendant 24 a 48
heures.
Puis repérer les colonies suspectes a savoir les colonies de taille moyenne, lisse, brillantes, de
couleur jaune.
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2.9.3.2.4. Recherche et dénombrement des salmonelles

Les salmonelles appartiennent a la famille des enterobacteriacea, ce sont des bacilles,
anaérobies facultatives, réduisent les nitrates, mobiles grace a une ciliature peritriche, oxydase
(-), catalase (+). Leur recherche et leur identification permettent de savoir si le produit est
dangereux a consommer ou non. Elles comprennent plus de 1500 serotype, ces derniéres se
manifestent par des diarrhées, de la fievre et des vomissements (Corrier, 1991).

Principe

Les salmonelles sont des bactéries difficiles a isoler, vu leur nombre, pour cela leur
recherche nécessite le passage par différentes étapes, d’abord un pré-enrichissement puis un
enrichissement sur le milieu sélectif, et a fin isolement sur milieu Hektoen (Bourgeois et
Leveau, 1991).

Mode opératoire
La recherche de salmonella comporte plusieurs étapes qui sont les suivantes.
Pré-enrichissement

Il consiste a préparer une suspension mere en prélevant 25g de produit a analyser que
I’on introduit dans 225 ml dans I’eau physiologique. Cette derniére sera incubée a 37°C pendant
18 a 20 heures.

Enrichissement primaire

On ensemence 10mL du milieu de pré-enrichissement dans 100mL du milieu liquide
SFB D/C (+ additif SFB) qui sera incubé a 37°C pendant 24 heures.

Le but de cette étape consiste a éliminer au maximum les autres germes et a garder que ceux
apparentant au genre salmonella, la présence des salmonelles se traduit par un virage de la
solution au rouge brique.

Enrichissement secondaire et isolement sur Héktoén

Le but de cette étape est I’isolement du milieu d’enrichissement primaire dans une
gélose Héktoén d’une part, et d’autre part un second enrichissement qui consiste a ensemencer
0,5 ml du milieu d’enrichissement primaire dans un bouillon sélénite cystine contenue dans un
tube de 10 ml et Iincubation se fait a 37°C pendant 24 heures.

Isolement sélectif

A partir de milieu d’enrichissement secondaire, un second isolement est réalise sur gélose
Héktoén et une lecture de la boite incubée la veille. La boite ensemencée est incubée a 37°C
pendant 24 heures.

Lecture des résultats

La lecture consiste a dénombrer les colonies caractéristiques 2 a 4 mm de diametre,
lisse et de couleur bleu verdatre avec ou sans centre noir. Les resultats sont exprimes par la
présence ou | absence dans les échantillons & analyser.
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2.9.3.2.5. Recherche et dénombrement de Clostridium Sulfito réducteur

Ces bactéries appartiennent a la famille des bacillaceae, ceux sont des bacilles
Gram positifs sporulées, et anaérobies stricts. Elles réduisent le nitrate en nitrite et
fermentent le lactose avec production de gaz. Elles peuvent contaminer les produits
alimentaires dans des conditions d’anaérobiose ainsi que les conserves ou peuvent
facilement proliférer grace a leurs spores, c’est les seuls étres vivants aprés pasteurisation
(Bourgeois et Leveau, 1991).

L’intérét de la recherche de ces germes en bactériologie alimentaire repose d’une part,
sur leurs capacités a produire les toxines, d’autre part sur leurs capacités asporuler donc
a survivre aux processus de conservation des aliments. La recherche vise a confirmer la
présence des spores, aprés destruction des formes végétatives par chauffage des dilutions
dans un bain Marie a 80°C pendant 10 mn.

Deux especes sont responsables de toxi-infections alimentaires:

e Clostridium perfringens, toxinogene et pathogéne, responsable de septicémies chez
I’Homme et les animaux ;
e Clostridium botulinum, responsable du botulisme chez I’Homme.

Principe

Le milieu utilisé est la gélose viande-foie (VF), additionnée de sulfite de sodium et
d’alun de fer, I’action des germes sulfita-réducteurs conduit a la réduction du sulfite de sodium
en présence d’alun de fer en sulfure, donnant la couleur noire aux colonies (Bourgeois et
Leveau, 1991).

Mode opératoire

Introduire 5 ml de la dilution 10 dans deux tubes vides et stériles et également 1 ml
de cette dilution qui va étre complétée avec 4 ml d’eau physiologique stérile.

Ces trois tubes sont portés au bain- marie 80°C pendant 10 minutes, afin d’éliminer la
forme végétatif et de ne laisser que la forme sporulant. Les tubes sont aussitét refroidis I’eau
du robinet avant de faire couler aseptiquement la gélose viande-foie fondue et refroidie a
45°C additionnée de sulfite de sodium (5 ml) et d’alun de fer 2 ml, les tubes sont nouveau
refroidis I"air ambiant et incuber a 37°C pendant 72 h.

Lecture

Les colonies apparaissent entourées d’un halo noir. Les résultats sont exprimés
par nombre de spores par ml de produit.

2.9.3.2.6. Recherche et dénombrement des streptocoques fécaux

Les streptocoques fécaux sont des bactéries des matieres fécales. Ils appartiennent
essentiellement au genre enterococcus, sont des cocci gram+, micro-aérophiles caractérises par
la voie homo- fermentaire (Guiraud, 1998). Leur présence dans les produits est considérée
comme indice de contamination fécale.
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Principe

Le dénombrement se fait en milieu liquide sélectif. Le nombre de streptocoques étant
en général peu €levé ; on utilise dans un premier temps un milieu d enrichissement relativement
sélectif, le milieu de Roth (acide de sodium comme agent sélectif) pour réaliser le test
présomptif. On réalise ensuite le test confirmatif en utilisant le milieu listky qui contient de
I’acide de sodium et le cristal violet comme agent sélectif (Guiraud, 1998).

Deux tests sont préconisés ;
Test de présomption

La recherche se fait sur milieu Roth (D/C, S/C) dans des tubes a essai a raison de 10
ml dans chaque tube.
On ensemence les tubes a essai dans le milieu Roth comme suit :
e 3tubes de Roth D/C sont inoculés avec 10 ml de I’échantillon a analyser ;
e 3tubes de Roth D/C sont inoculés avec 1 ml de I’échantillon a analyser ;
e 3 tubes de Roth D/C sont inoculés avec 0,1 ml de I’échantillon & analyser.
L’incubation des tubes se fait 37°C pendant 24 a 48 h.

Lecture

Le test de présomption est positif quant il y a apparition d’un trouble microbien
dans le milieu Roth.

Test de confirmation

Si le test de présomption est positif, un repiquage sur milieu Litsky est effectué,
I’incubation des tubes est réalisee a37°C pendant 24 h. Le test positif se réduit par
I’apparition d’un trouble microbien et d’une pastille violette au font du tube.

Lecture

Sont considérés comme positifs les tubes présentant a la fois, un trouble microbien, et
ou une pastille violette (blanchatre) au fond des tubes. La lecture finale s’effectue également
selon ses prescriptions de la table du NPP.

2.9.3.2.7. Recherche des levures et moisissures

Ces champignons sont capables de se développer en milieu acide et au
froid. Ils provoquent des défauts de fabrication qui se traduisent par des altérations
nutritionnelles et organoleptiques des produits (Bourgeois et Leveau, 1991).

Leur croissance est moins rapide que celle des bactéries, mais tres peu exigeante en éléments
nutritifs (NF V 08-059, 2002). IlIs provoquent des défauts de fabrication qui se traduisent par
des altérations nutritionnelles et organoleptiques des produits (Bourgeois et Leveau, 1991).

Principe

Le milieu utilisé doit inhiber la croissance de toutes les bactéries, il doit
renfermer donc une substance inhibitrice de leur développement (antibiotique) la
substance choisie est donc I’oxytetracycline pour OGA (Guiraud, 1998).
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Mode opératoire

A partir de la dilution décimale 1Q‘1, ensemencer aseptiqguement 0.1ml dans une
boite de pétrie contenant de la gélose OGA. Etaler cette suspension a I’aide d’un rateau stérile,
Puis incuber a 250C pendant 3 a 5 jours.

Lecture

Les colonies de levures ressemblent a celles des bactéries mais plus grandes, elles sont
brillantes, rondes, bombées et de couleurs différentes, alors que celles des moisissures,
ont un aspect velouté, de couleur blanche ou pigmentée de tailles plus grandes que les
précédentes. Les résultats sont exprimés en nombre de germe par ml ou gramme de produit.

2.10. Obtention et caractérisation des comprimés (spiruline)

2.10.1. Formulations des comprimés

Des comprimés de diamétre de 10 mm et un poids de 340 mg, ont été préparés par
compression directe (Figure 24) a l'aide d’une comprimeuse manuelle alternative (Figure 25).

Selon I’étude muni Benahmed Dijilali et col (Benahmed Djilali et al., 2011) sur la force
optimale de compression en fonction des déformations des comprimes et la limite de friabilité
appropriée, nous avons appliqué des pressions manuelle qui implique un assemblage stable a
faible friabilité.

Poudre de spiruline

Compression directe

Produit fini (comprimés de 340 mg)

Figure 24 : Diagramme de fabrication des comprimés par compression directe

Les phénomeénes intervenant en cours de la compression et les relier aux propriétés
morphologiques et physico-chimiques d’usage : résistance au broyage (friabilité), résistance a
la rupture (dureté), dissolution (libération des principes actifs) sont identifiés.
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Ensuite un modéle qui décrit le phénomeéne de transfert dans les milieux de dissolution, sera
exposé en section (2.10.2.6).

Les comprimés ainsi obtenus présentent des résistances mécaniques suffisantes pour pouvoir
étre manipulés sans s’effriter, ni se briser.

Figure 25: Photo de la comprimeuse manuelle alternative (photographie originale)

2.10.2. Certaines caractéristiques physico-chimiques des comprimés

La préparation des comprimés et la détermination de leurs propriétés physico-
chimiques, y compris I'étude in vitro de dissolution (2.10.2.5), de friabilité, de dureté, de temps
de désintégration en eau distillée a 37+0,5°C, de dissolution ont été effectuées dans les trois
solutions (eau distillée, HCI 0,1N et la solution phosphatée saline tamponnée a pH 6,8).

2.10.2.1. La friabilité (perte en masse des comprimés)
Elle est déterminée au moyen d’un Friabilimétre (Figure 26). On fait tourner 10

comprimés pendant 4 mn a une vitesse de 25 r.p.m puis on répéte encore une autre fois la pesée
(Pharmacopée Européenne, 1997).

La friabilité (taux d’effritement <1%) est exprimée par I’équation (Equation 14):

F= % * 100 Equation 13

(1]

F:La friabilité ou perte en masse (%) ;
P, : Poids initial des comprimés (g) ;
P; : Poids final des comprimés (g).
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Figure 26: Photo d’un Friabilimetre (photographie originale).

2.10.2.2. La dureté (résistance a la rupture)

La dureté est une caractéristique mécanique des comprimés. Cette grandeur traduit la
cohésion des comprimés donc sa manipulabilité. Ce test consiste a déterminer la force
nécessaire pour provoquer la rupture des comprimés par écrasement. Elle est mesurée sur 10
comprimés de chaque formulation a I’aide d’un Durométre (Figure 27) (Pharmacopée
Européenne, 1997).

Figure 27: Photo du Duromeétre (photographie originale).

2.10.2.3. Le temps de désintégration (désagrégation)

Il est appelé aussi temps de délitement. 1l a été évalué au moyen d’un désintégrateur de
contrdle (Figure 28) sur les comprimés obtenus en utilisant I’eau distillée chauffée a 37+0.5°C
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comme milieu de dissolution. La désagrégation est considérée comme atteinte lorsque les
comprimés sont complétement désagrégés (Pharmacopée Europenne, 1997).

Figure 28: Photo du désintégrateur (photographie originale).

2.10.2.4. Essai de stabilité

Cet essai a été fait par la vérification des caractéristiques qualitatives des
comprimés. L’étuvage a été réalisé dans le laboratoire de SAIDAL selon la pharmacopée
européenne (Pharmacopée Europenne, 2009). Les comprimés ont été incubées a 22+03°C et
40+02°C pendant 40 jours (de 17 avril au 30 Mai 2013). Tous les analyses cités dans la section
(2.9.3) ont été Appliqué, ainsi la masse des comprimés a été pesé.

2.10.2.5. Dissolution de phycocyanine

En se basant sur ses propriétés pharmacologiques, la phycocyanine, est étudiée comme
substance active, mérite une attention du point de vue des phénoménes de libération a partir des
comprimés immergés dans divers milieux liquides (eau distillée, HCI 0,1 N et la solution
tampon de phosphate pH 6,8).

Le test de dissolution consiste a placer chaque comprimé dans 500 ml du liquide de dissolution
dans l'appareil de dissolution(Figure 29) muni des palettes fonctionnant a 50 r.p.m et la
température du milieu est réglée a 37+ 0,5 °C (Sriamornsak, 2007).

Le contenu de phycocyanine est calculé a différents intervalles de temps en utilisant la méthode
colorimétrique décrite par Jourdan (Jourdan, 2012) et qui consiste a mesurer I’absorbance a
615 et 652 nm.

La concentration en phycocyanine était obtenue en accordant I'équation 15 :
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DIL

My, = 1,873 « (DOgy5 — 0,474 * DOgs;) * — Equation 14

ph

DIL : Facteur de dilution ;
M, : Concentration initiale en phycocyanine(%) ;

DOgys, DOgs, : La densité optique (DO) mesurée a la longueur d’onde 615, et 652 nm
respectivement (m™?) ;
C: La concentration de spiruline seche mise a tremper dans l'eau autour de 4 %.

Figure 29: Photo de I'appareillage de dissolution (photographie originale).

Les résultats obtenues, pourcentage de phycocyanine dissous par rapport a la quantité initiale
dans les comprimes sont représentés en fonction de temps sous forme de graphe.

2.10.2.6. L'étude de cinétique de libération de la phycocyanine

La phycocyanine (pigments bleu-vert de la spiruline) possede plusieurs propriétes
pharmacologiques (antibactérienne, antioxydante et surtout anti-inflammatoire). C’est la raison
pour laquelle nous avons jugé utile de le considérer comme principe actif a des fins de
caractérisation de nos comprimes.

L’étude de la dissolution des comprimés a pour but de quantifier le taux de libération de
principe actif (phycocyanine) dans les trois milieux de dissolution cités dans le test précédant.
Le mécanisme de transfert de phycocyanine dans le milieu de dissolution a été déterminée selon
le modeéle Korsmeyer Peppas (Korsmeyer et al., 1983) (Equation 16) ; aussi appelé loi
puissance, permet de décrire la libération d’un principe actif sur les soixante premiers
pourcents(60%) pour des systemes de différentes géométries (plan, cylindre et
sphére) (Siepmann et et al., 2001) .

Il décrit de facon générale la relation entre la quantité cumulée libérée en fonction du temps
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M .
P — g« t® Equation 15
Mph()

My, La quantité de phycocyanine libérée au temps't ;
My, La quantité totale de phycocyanine dans le véhicule ;

k : Constante caractérisant en méme temps la structure et la géométrie des comprimés;

n: paramétre « exposant de la diffusion » et prendra différentes valeurs selon le type de
diffusion en présence et selon la géométrie du systeme ;

Pour le cas des comprimés cylindriques (Siepmann et al., 2001):

n< 0,45 : le mécanisme de diffusion est fickian ;

0,45<n<0,89 le mécanisme de diffusion est non-Fickian ;

n>0,89 Cinétique d’ordre zéro.

L’équation 18 a été appliquée aux données expérimentales et les constantes sont étudiées
graphiquement apres une simple transformation (Equation 17) :

log (Mph‘) =log(k) + n = log(t) Equation 16
Mph()

2.11. Mise en gélule

La mise en gélule se fait de fagon manuelle, par introduction de 400 mg de poudre de
spiruline dans des gélules a base de gélatine végétale sous la haute, les pesés sont faite avec
précision toute en respectant les conditions d’hygiene et de sécurité (Figure 30).

Poudre de spiruline

Remplissage manuel sous la haute

Produit fini (Gélules de 500 mg)

Figure 30 : Digramme de mise en gélules
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2.11.1. Déterminations de l'uniformité de masse

L'uniformité de masse est appréciée par la mesure de la masse moyenne du contenu de
20 gélules. La masse moyenne de 20 gélules entiéres a également été déterminée.

Les parametres statistiques calculés pour comparer les lots sont la moyenne, le coefficient de
variation et I'écart type (Pharmacopée Europenne, 2009).

2.11.2. Détermination du temps de désagrégation

L’ appareil utilisé est décrit par la Pharmacopée Européenne 6 éme édition
(pharmacopée Européenne, 2009).
Milieu de désagrégation : eau ;
Température : 37°C;
Nombre de gélules : 4.

2.11.3. Dissolution de phycocyanine

L'étude de la dissolution est la méme utilisé pour les comprimes et exposés en section
(2.10.2.5), en se basant toujours sur le phycocyanine comme principe actif, et en utilisant les
mémes milieux de dissolution (eau distillée, HCI 0,1 N et la solution tampon de phosphate pH
6,8) et la méme appareille de dissolution (Figure 29).

2.12. Essai de stabilité

Cet essai a été fait par la vérification des caractéristiques qualitatives des gélules.
L’étuvage a été realisé dans le laboratoire de SAIDAL selon la pharmacopée européenne
(Pharmacopée Europenne, 2009). Les gélules ont été incubées a 22+03°C et 40+02°C pendant
40 jours (de 17 avril au 30 Mai 2013). Une pesé des gélules et des comprimés ainsi un control
microbiologique ont été procédés.

La stabilité est évaluée par comparaison des caractéristiques physiques (aspect physique des
gélules et des comprimés, temps de désintégration dans I’eau distillée a 37+ 0,5°C, la perte en
masse) des gélules avant et apreés le stockage sous les différentes conditions de stockage.
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2.13. Caractérisation microbiologique des matieres premieres

Les analyses microbiologiques ont étés effectuées sur la son innocuité. Le Tableau
11 résume les résultats de ses analyses.

Tableau 11: Résultats des analyses bactériologiques effectué sur la poudre spiruline.

Dilution 101 Dilution 10 Dilution 10
Meésophiles totaux Abs. Abs. Abs.
Coliformes totaux Abs. Abs. Abs.
Coliformes fécaux Abs. Abs. Abs.
Staphylocoques dore Abs. Abs. Abs.
Salmonelles Abs. Abs. Abs.
Streptocoques fécaux Abs. Abs. Abs.
Clostridium sulfito-réducteur Abs. Abs. Abs.
Levures et moisissure Abs. Abs. Abs.

Les différentes analyses n’ont donné a aucune présence des germes, de ce fait la
spiruline est d'une bonne qualité bactériologique et acceptable pour étre la base d’un
complément alimentaire (Figure 31).

Coliformes totaux et fécaux staphylolococcus Clostridium sulfito-réducteur
aureus

Figure 31 : Résultats obtenus apres les analyses microbiologiques.
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2.14, Caractéristiques physico-chimiques de la poudre de spiruline

La spiruline qui est une algue bleue est reconnue depuis longtemps par sa richesse en
nutriments. En effet, sa teneur en protéines est de I’ordre de 55 % de son poids sec. Ainsi, le
(Tableau 12) présente les résultats relatifs a certains parametres physico-chimiques de la
poudre de spiruline étudiée et de la spiruline de référence.
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Tableau 12 : Indices physico-chimique de la poudre de spiruline.

Spiruline Burkinabé

Indices physico chimiques Teneur moyenne (Benahmed Djilali et
al., 2013)

pHaT=22°C 8,81 6,8
Humidité (%0) 8 14,34
Acidité titrable (% d’acide citrique) 17 19,6
Protéine (%) 55 61,3
Taux de cendre (%) 9 8,6
Matiére seche (%0) 92 89,29
Glucides (%) 18,45 -
Matiere grasse (%) 4 1,61
Energie brute (kcal/g) 3,298 4,670
2.14.1. Le pH

La poudre de spiruline utilisée dans la présente recherche présente un PH dans les
normes en effets la valeur 8,81 rentre dans la gamme recommandé par les normes francaises et
qui est entre 7 et 9 (Jourdan, 2012), une telle valeur peut s’expliqué par un séchage adéquat et
un pH de milieu de culture entre 9 et 10.

2.14.2. La teneur en eau

La spiruline possede une teneur en eau dans les normes en effet la valeur de 8 %, est
inferieur a celle recommandé par les normes et rapporté par Jourdan (Jourdan, 2012).

2.14.3. L’acidité titrable

La spiruline présente une acidité titrable élevée (17%), qu’est une valeur assez élevé, et
proche de la valeur publié par Melle Ben Ahmed (Benahmed Djilali et al., 2013), ceci peut
étre lié a sa composition riche en acides organiques (Elyah, 2003).

2.14 .4, La teneur en cendres

La poudre de spiruline renferme un taux en cendres de I’ordre 9 %, valeur qui est proche
a celle rapportée par Jourdan (< 10) (Jourdan, 2012), Ce pourcentage est lié fort probablement
au pouvoir d’absorption des métaux par cette souche dans les milieux de culture utilisés comme
cela est souligné par plusieurs auteurs (Branger et al., 2003; Chen et al., 2005; Rangsayatorn
et al.,2004).
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2.14.5. La teneur en protéines

Une autre particularité de cette micro-algue réside dans sa densité en protéines, Elle
contient une teneur de I’ordre de 55 %, Cette teneur est observee inferieur a celle avancée par
(Branger et al., 2003) et (Jourdan, 2012), Aussi, il est a noter que cette concentration
protéinique doit étre supérieure a 50%.

2.14.6. Teneur en matiére grasse

La spiruline utilisé présente une teneur en lipide totaux de 4%, une valeur relativement
faible par rapport a d’autre souche de spiruline, ou celle publie par (Girardin-Andréani,
2005), 11 % et en poids et méme 14,3 % au maximum (Babadzhanov et al.,2004).

2.14.7. Teneur en glucides
En premier lieu une courbe d’étalonnage (concentration en fonction de la DOg,) est

élaborée (Figure 32), en mesurant la densité optique a 630 pour des solutions de glucose préparé
au préalable, avec des concentrations connues.

0,8

0,7 y = 0,5405x - 0,0033 N

0,6 R2=0,9996
= 0,5

S 0,4

‘§’0,3

0,2

0,1

0 . . . .

0,00 020 040 060 080 100 120 1,40
DO630

Figure 32 : Concentration en glucose en fonction de la densité optique a 630 nm.

La poudre de spiruline présente une teneur en glucide de I’ordre de 18,45 % de la matiére
seche qu’est une valeur tres importante, et donne a la spiruline une valeur énergétique
considérable.

2.14.8. Teneur en matiére séche

La poudre de spiruline présente une teneur trés élevé en matiere seche indiquant sa
richesse en substances biologique dont les minéraux.

2.14.9. La composition minérale

En ce qui concerne la toxicité par les métaux lourds, la spiruline analysée ne présente
aucune surdose en métaux lourds (Ni, Cd, Co, Cr et Pb), les teneurs obtenues étant nuls ou
conformes aux normes préconisées par les Organismes (FAO/OMS, 1982).
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2.15. Pigments de la spiruline

L’évolution du profil chromatographique (CCM) en fonction du temps (Figure 33)
révéle une séparation nette de quatre composés a différents temps d’élution, L’ordre
chronologique d’élution est : les xanthophylles (tache orange)/ la phycocyanine (tache bleu-
verte)/ les chlorophylles (tache verte) et les caroténoides (tache jaune).

Figure33 : Séparation des pigments hydrosolubles de la spiruline par CCM.
(Eluant (85% éther de pétrole, 10% acétone, 5 % isopropanol).

NB : La détermination des Rf n’a pas eu lieu en raison de la disparition des taches qui est due
a une mauvaise révélation de la plaque de CCM.

Nous pouvons déduire que la chromatographie en couche mince est efficace en ce qui a trait au
pouvoir de séparation puisqu’elle permet nettement de distinguer les chlorophylles et les
caroténoides.

L’analyse quantitative des différents extraits montre que la phycocyanine est un pigment
majoritaire avec une teneur (1,76 %), valeur proche de celle obtenue par Melle Benahmed
Djilali (Benahmed Djilali et al., 2013) mais inferieur aux valeurs des littérateurs (>10 selon)
(Jourdan, 2012).

Tableau 13 : Concentration des pigments de la spiruline.

Spiruline Burkinabé

(9/100 g de spiruline séche). Spiruline (Benahmed Dijilali et
al.,2013)

Phycocyanine 1,76 1,7
Chlorophylle a 0,17 0,59
Chlorophylle b 0,22 0,35
Chlorophylle ¢ 0,63 -
Chlorophylle total 1.02 1.02
Caroténoide 0,87 0,11
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La teneur en chlorophylle totale est estimée a 1,02 g/100gMS, Ces résultats expérimentaux
sont en accord avec la littérature qui présume que la phycocyanine est un pigment abondant,
Parfois, il est seul présent chez les algues bleues, Toutefois, la quantité de ces pigments varie
selon les conditions de culture dont I’intensité lumineuse a laquelle sont exposées les cellules
constitue un paramétre important (Jahn, 1984), En effet, les algues cultivées sous une lumiere
verte ajustent leur composition pigmentaire en produisant de la phycoérythrine (Lining, 1990).
Egalement, une étude menée par (Fabregas et al.,1998) démontre que la concentration en
pigments est limitée lorsque le taux d’azote est élevé dans le milieu de culture.

En ce qui concerne la teneur en caroténoides trouvée (0,87g/100g MS), elle est supérieur aux
valeurs de la littérature, Ceci est probablement di aux conditions de culture qui restent de toute
facon améliorables (Liang, 1999).

2.16. Caractéristiques physico-chimiques des comprimés

Nos comprimés obtenus (Figure 34) par compression direct ont une couleur plus
foncee avec une surface lisse et brillante.

Figure 34 : Les comprimés de spiruline(Photographie original).

Les résultats des propriétés physico-chimiques des comprimés sont récapitulés dans le Tableau
, Les comprimés de la spiruline pésent au moyen 340 mg, avec un écart-type de I’ordre de
40,007 a 0,02, ce que indiquent une uniformité du poids des comprimés.

Tableau 14 : Quelques propriétés physico-chimique des comprimes.

Dureté (KP) 50 >45
Epaisseur (mm) 2
Diamétre (mm) 10
Friabilité (%) 0.81 <1
Temps de désintégration a 37 °C (min) 31




2.16.1. Dureté

La valeur élevée obtenue pour les comprimés, qu’est 50 N représente un avantage en
termes de compactage et du transport des comprimeés sachant que la dureté requise pour certains
comprimés pharmacologiques doit étre au moins égal a 45 N (Pasqualoto, 2007).

2.16.2. Friabilités

Cependant, la dureté élevée des comprimes est confirmée par la valeur de friabilité qui
est plus faible (0,81 %).

Nos comprimés ne présentent aucune désagrégation pendant l'essai de friabilité ce qui indique
la possibilité de formuler les comprimés purs de spiruline sans substances liantes.

En outre, la friabilité obtenue, est inférieure (0,81%) a celles des comprimés de paracétamol
additionné de gomme et de gélatine en tant que substances liantes (Okoye, 2009). D'autres
chercheurs ont préparé des comprimés d’édulcorant (lactose+amidon) ayant une friabilité
comprise entre 1 et 60% avec un temps de dissolution en dessous de 30 sec (Lefevre, 2003).

2.16.3. Essai de désintégration

L’étude de la dissolution des comprimés est généralement précédée par I’essai de
désintégration, Ce dernier est adopté pour controler la dose des minéraux et des vitamines
libérées dans I’eau distillée a 37°C (L6benberg, 2006).

Dans notre cas, le temps de désintégration examiné pour nos comprimés immergeés dans I’eau
distillée qu’est de 31 min s'est avéré en concordance avec ceux trouves par certain auteurs
(Benahmed Dijilali et al.,2011) 2 heurs, mais une valeur assez elevé par rapport au résultats
obtenue par d’autres auteurs pour des comprimés d’autres natures, 6-12 minutes pour les
comprimés d'ilicifolia de Maytenus (Soares, 2005) et 0,31-11,28 minutes pour les comprimés
du paracétamol (Lefevre, 2003).

Le temps de désintégration de nos comprimés pourrais s’expliqué par le faite que les
comprimés sont a base de spiruline pure et présentent une texture dure et subissent une prise
d'eau continuelle sans érosion (Benahmed Djilali et al.,2011).

Un tel phénoméne est confirmé par les travaux de Benahmed Djilali (Benahmed Djilali et
al.,2011) par I'examen morphologique des comprimés (100 % spiruline) pendant I'immersion
dans I’eau distillée, la solution tampon de phosphate pH 6,8 et HCL 0,1 N.

2.16.4. Dissolution de la phycocyanine

Le processus de dissolution est naturellement influencé par les capacités des comprimés
a l'érosion et a la désinteégration (Benahmed Djilali et al.,2011). Le taux de libération de la
phycocyanine de nos comprimes (Figure 35) augmente considérablement dans I'eau distillée
comparé aux deux autres liquides examinés, Ce qui pourrait étre d a la structure moléculaire
de la substance étudiée et a sa grande affinité a I’eau (hydrophile) (Hirata, 2000), Mais le bas
taux de libération (17 % en 90 minutes) de la phycocyanine est un facteur important en termes
de ses propriétés thérapeutiques puisque une faible dose de phycocyanine est plus efficace
comme substance anti-inflammatoire (Degbey, 2006).
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Figure 35 : Taux de libération de phycocyanine en fonction de temps d’immersion pour
différents milieux, cas des comprimés.

Les résultats sont en accord avec les investigations au sujet de différentes solutions de
dissolution de la phycocyanine (Jayant Mahadev, 2005). Cet auteur a constaté que la
concentration la plus élevée a été obtenue avec I’eau distillé et la solution tampon phosphatée
a pH=6,8 tandis que HCI 0,1 N mene a un taux de diffusion de phycocyanine négligeable,
autour de 2% (Benahmed Djilali et al.,2011).

Par ailleurs, plusieurs études ont montré les % de libération apres 1 h de 30% pour le
paracétamol (Parojcic, 2007) et de 12% pour metronidazole (Limmatvapirat, 2008), Ces
résultats rendent les comprimés plus intéressants pour la fonte dans la bouche (pH neutre),

2.16.5. Cinétique de libération de phycocyanine

L’équation Korsmeyer—Peppas décrit convenablement les données expérimentales
(0,92<R2<0,98) pour tous les milieux d'immersion utilisés (Figure 36).
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Figure 36 : Libération de la phycocyanine dans les coordonnées log-log pour différents
milieux, cas des comprimes.

Tableau 15: Constantes de I’équation Kolsmeyer-Peppas appliquée sur les comprimés.

Eau distillée 0,9853 9,55%10° | 0,673 Non-Fickian 90 mn

Solution HCI 0,1 N 0,9699 1,77*10° 0,628 Non-Fickian 90 mn

Solution tampon

*10-3 A& ) 4
phosphatée pH=6,8 0,9746 2,11*10 0,910 | Cinétique d’ordre zéro 90 mn

D’aprés les valeurs mentionnées dans le Tableau 15, nous avons constaté que n<0,89 alors la
diffusion de la phycocyanine est Non-Fickian dans le cas de la solution de l'eau distillée et d’
HCI 0,1 c’est a dire le transfert de phycocyanine de la spiruline vers la solution est régie par
une loi physique différent de celle décrit par Fick, alors que la dissolution dans la solution
tampon phosphatée pH 6,8, le phénoméne devient une cinétique d’ordre zéro(n>0,89) c’est a
dire la quantité de la phycocyanine libéré est la méme pour chaque intervalle de temps .

2.16.6. Valeur nutritionnel et énergétique

Tableau 16 : valeur nutritionnel et énergétique des comprimés

Teneur moyenne

Protéine (mg) 187
Glucide (mg) 62,73
Lipides (mg) 13,6
Energie brute (cal) 1121,32

La teneur de nos comprimés en protéine qui est de 187 mg représente, 20 % de I’apport
journalier Conseillé pour un individu adulte (Potier et al., 2003), et une valeurs énergétique
brute d’ordre 1121,32 cal, qui est valeur trés faible par rapport aux besoins énergétiques
quotidienne, qui est d’ordre 20 a 100 kcal adulte (Potier et al., 2003).

2.17. Contrdle des gélules

Les gélules obtenues ont une couleur verte claire avec une surface lisse(Figure37),
Apres remplissage, les gélules sont testées visuellement et aucune, fissure, ou incident de
fermeture n’est détecté.
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Figure37 : Les gélules de spiruline (photographie original).

La masse globale d’une gélule est de 500 mg, avec un écart type de 0,25 %, dont le poids de
spiruline est de 400 mg, le tableau 17 résume les différentes caractéristiques de nos gélules.

Tableau 17 : Caractéristiques des gélules

Gélule Gélatine végétale
Couleur verte
Poids vide (mg) 100
Taille (mm) 0
Uniformité de masse (%) 10,01 & +0,02
Temps de désintégration a 37°C (mn) 5

2.17.1. Uniformité de masse

Les gélules confectionnées ont un poids de 500 mg, avec un écart-type de I’ordre de
40,010 a 0,020, ce qu’indique une uniformité du poids des gélules.

2.17.2. Essai de désintégration

L’essai de dissolution des gélules est précédée par I’essai de désintégration, Ce dernier
est adopté pour contrdler la dose des minéraux et des vitamines libérées dans I’eau distillée a
37°C (L6benberg, 2006).

Dans notre cas, le temps de désintégration examiné pour nos gélules immergés dans I’eau
distillée a 37°C est de 5 min, un temps, un temps suffisant pour que la gélule de désintégre pas
dans la bouche.
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2.17.3. Dissolution de la phycocyanine

Les taux de libération de phycocyanine sont nettement supérieure a celles obtenue lors
de la dissolution des comprimes et cella doit étre due a I’absence d'une résistance physique
apres la désintégration des gélules, contrairement aux comprimes ou le processus de dissolution
est influencé par les capacités des comprimés a l'érosion et a la désintégration (Benahmed

Djilali et al., 2011).

De méme que pour les comprimes le taux de libération de la phycocyanine de nos gélules
(Figure 38) augmente considérablement dans I'eau distillée comparé aux deux autres liquides
examines, Ce qui pourrait étre dd a la structure moléculaire de la substance étudiée et a sa
grande affinité a I’eau (hydrophile) (Hirata, 2000), En plus (27 % en 90 minutes) taux de
libération de la phycocyanine, qu’est une valeur assez faible, est un facteur important en termes
de ses propriétés thérapeutiques puisque une faible dose de phycocyanine est plus efficace
comme substance anti-inflammatoire (Degbey, 2006).
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Figure 38 : Taux de libération de phycocyanine en fonction de temps d’immersion pour

différents milieux, cas des gélules.

L’étude cinétique de dissolution de phycocyanine en fonction de temps n’est pas
élaborée, de faite que les gélules se désintegrent complétement au bout de 5 min, alors la
dissolution est gouvernée par la structure moléculaire de la spiruline et pas par la forme, et la

nature de la gélule.

2.17.4. Valeur nutritionnel et énergétique

Tableau 18 : Valeur nutritionnel et énergétique des gélules.

Protéine (mg)
Glucide (mg)
Lipides (mg)

Energie brute (cal)
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Teneur moyenne
220
73,8
16

1319,2




La teneur de nos gélules en protéine qui est de 220 mg représente, 25 % de I’apport
journalier Conseillé pour un individu adulte (Potier et al., 2003), et une valeur énergétique
brute d’ordre 1319,2 cal, qui est valeur assez faible par rapport aux besoins énergétiques
quotidienne, qui est d’ordre 20 a 100 kcal (Potier et al., 2003).

2.18. Stabilité des Gélules et des comprimés

Apres 40 jours dans I’étuve, nous avons constaté que :

e Les gélules et les comprimés avaient les mémes couleurs, et ne présentent aucune
MOisissures ;

e Lapesé des geélules a donné un poids moyen de 500 mg, et la pesé des comprimés a
donné un poids moyen de 340 mg ;

e L’analyse microbiologique n’a donner aucun signe de présence de germes ou autres
formes de bactéries (Tableau 19) ;

e Les comprimés récupéré apres de I’étuve avaient les mémes caractéristiques physiques
(poids, dureté, friabilité, temps de désintégration).

2.19. Control biologique de produit fini

Tableau 19: Résultats des analyses bactériologiques effectué sur les gélules et
comprimés.

Germes aérobies totaux Absence <10°UFClg
Germes fongiques Absence < 10°UFC/g
salmonelles Absence Absence
Coliformes fécaux Absence Absence
Staphylococcus aureus Absence Absence

Les résultats de I’analyse microbiologique du produit fini( tableau 19) montrent
I’absence totale de germes pathogénes et d’altérations. Cette absence totale de la microflore
nous renseigne bien sur les conditions d”hygiéne des locaux, du matériel et de la qualité des
produits utilisés lors de la fabrication.

Les produit est jugé principalement selon sa qualité. Celle-ci comprend plusieurs
critéres. En effet, le complément alimentaire élaboré est :
e Sans danger pour le consommateur.
e Capable de supporter une durée précise de conservation.
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Conclusion

Les travaux présentés dans ce mémoire portent sur I'élaboration d’un
complément alimentaire a base de poudre de spiruline pure sous forme de comprimes
et de gélules.

Les objectifs fixés de ces travaux se concentrent principalement sur la détermination
de la composition nutritionnel de la poudre de spiruline, ainsi celles des comprimes et
des gélules élaborés, qui se résument a :

- Caractérisation physico-chimique de la poudre de spiruline ;

- Détermination de la composition et apports nutritionnel de la spiruline ;

- Identification et détermination des pigments fonctionnels principaux de la spiruline ;
- Analyses microbiologiques de la poudre de spiruline ;

- Obtention et caractérisation physico-chimiques des comprimés et des gélules ;

- Etude de la dissolution de phycocyanine, pour les comprimés et les gélules.

Au vu des résultats obtenus, I’élaboration d’un complément alimentaire sous forme de
comprimés et de gélules a base de poudre de spiruline s’avere possible.

Cette étude de recherche a permis la caractérisation physico-chimique et microbiologique de la
poudre de spiruline, en effet la poudre utilisé est tres riche en protéines (55%), en glucides
(18,45%) et en substances bioactives : phycocyanine (1,75 %); chlorophylle totale (1,02 %),
Caroténoide (0,87 %) et en cendres (9 %), ainsi la poudre est révélée, dans les conditions
expérimentales de bonnes qualités microbiologiques.

Les comprimes élaboré par compression direct, ne pressente aucune désavantage au cours de
préparation, le poids de 340 mg été choisi en fonction de la dureté des comprimes et de la perte
de masse. Les caractéristiques physico-chimiques des comprimes s’avere dans les normes.

L’essai de la dissolution de phycocyanine soit le cas des comprimes donne un taux de libération
au bout de 17 % aprés de 90 min, le temps de désintégration est de 31 min.

Les gélules élaborées présentent une stabilité biologique importante en effet, aprés 45 jours
d’incubation, aucune anomalie visuelle, biologique ou physique n’est observée.

La faible valeur des lipides, pourrais étre due a I’oxydation des lipides insaturés, une oxydation
qu’est inhibée par la vitamine K (tocophérol) (Falquet, 2006). Une hypothese a Vérifier par le
dosage de la vitamine K dans la spiruline.

Les comprimés mis au point peuvent étre assimilé & un complément alimentaire a usage
multiple : 1) consommation telle quelle par toutes les catégories de consommateurs; 2)
alimentation des patients pour qui il est difficile de macher et d’avaler les aliments sachant que
ces comprimés peuvent étre sucés ou ingurgités et 3) comme support naturel et bon marché de
divers principes actifs pharmacologiques.
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Au premier abord les gélules de spiruline peuvent séduire par leur facilité d’utilisation et par
I’absence de godt, mais elles sont généralement peu dosées donc peu économiques. La
présentation en comprimés 100 % spiruline est beaucoup plus intéressante car elle évite de
consommer des additifs comme la gélatine soit animal ou végétale (extrait de cellulose ou
d’algue marine) qui contiennent des résidus de solvants chimiques nécessaire pour leur
transformation.

L’analyse de ces derniers a été réalisée en appliquant les mémes procédés que ceux utilisés
dans I’industrie pharmaceutique. Ainsi la détermination de certaines propriétés physico-
chimiques de comprimés (dureté, friabilité, temps de désintégration, dissolution de la
phycocyanine) a été étudiée dans trois milieux différents imitant certaines conditions
physiologiques (eau distillée, solution saline phosphatée a pH 6,8 et HCI 0,1 N).

En perspective il serait intéressant de réaliser les points suivants ;

e Continue la quantification des nutriments de la spiruline, notamment les sels minéraux
et les vitamines ;

e Faire une étude de stabilité a longue duré pour déterminer la date limite de
consommation pour les gélules et les comprimés ;

e Faire des formulations mixte par incorporation de la spiruline avec, d’autres aliments
riche en glucide (tel que dattes, figues), a fin d’augmenter la valeur nutritionnel et
énergétiques des comprimes et des gélules ;

e Etude in vitro de la spiruline, sur les effets thérapeutiques (anti-inflamatoire) ;

e Elaboration des compléments alimentaire & base de spiruline sous d’autre forme
galéniques éffervissante, sachets.
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ANNEXE (1)
La composition de milieux de culture
Eaux physiologique

Chlorure de sodium........c.oouuieie i e e e e 22 90
Bau distillée....... ..o e 20, 1000mML

Gélose viande foie(VF)

Base viande fOIe...... oot e e 300

D gIUCOSE ...t e e e e e e e e e e e e 2 20
AMIAON ... e e e 20

N - 1 PP 0 o

Bau distillée..........ooii s L000ML

Bouillon Giolitti Cantonii

ST 01 (0] 0 Lo o= T T 10g
EXtrait de VIANTE ..ot e et e e e e e e e 2. DO
EXTrait de JeVUIe. .. ... e e e, 5¢
Pyruvate de SOdIUM.........oiiiie it e et e e e e e e e en e ee e 30
Chlorure de sodiUum ... e D0
Bau distillée...... ..o e 2000ML

Bouillon SFB

ST 0] TP o 1
Y .10 L PRI S 10
MANITOL. .. e e e e e e e e e A0
Phosphate d’iSOdIQUE. .. ......c.oviiieiie e e B0
Bau distillée...... ..o e 1000ML

MILIEU HEKTOEN
PEPTONE PEPSINE DE VIANDE ... .. eiteeeteeee e oo eee et 15g
EXTRAIT DE VIANDE ...t ettt eeeee oottt 39
EXTRAIT DE LEVURE ...ttt oottt ettt 12g
LACTOSE SALICINE ...ttt oottt et 29
SACCHAROSE ...ttt ettt 12g
CHLORURE DE SODIUM.......viiitete et eee oot ssessessseesseseeseessessesssssssssees B
SELS BILLIAIRES ... et ettt oottt ettt 4g
BLEU DE BRAMATHYMOL ..ottt ettt 0,0649

GELOSE T.G.E. A(TRYPTHONE,GLUCOSE a lextrait de levure ,agar)

PEPTONE DE CASEINE. ... .o e e e e e e e e 59
EXTRAIT DE LEVURE ... e e e e e 30g
EXTRAITDE VIANDE . ... e e e e e e e eseesseessene e e L0
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L AT PEP T ONISE . ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e e 15¢
IS L ettt et et e e e e e s 15¢
BaU distille. ..o e e e 1000mL
[ T 1 = | 5.4

Milieu Rothe

=T 0] (0] T 20g
GIUCOSE. . . e ettt e e e e e e e e e e e e 5¢

(04 01 (o] U] =30 [0 | 1] 1 o PPN 5¢
PhosSphate di POTASSIQUE. ... ...t et e et et e e e e et e e e et et e e e e e 2.79
Phosphate MON0 POTASSIQUE. .. ... .. ittt e et e et e ettt et e et e a e e e e 2.7
AZOTNYArate 08 SOOIUM. .. ..t e e e e et et e e e et et e e e e ae e nenenes 29
BaU distille. ..o 1000L

Milieu lactose bille au vert braillant (VBL)

Bile de bouf dEShYAIate .........ouieieiie e e e e e e 209
I T (0 10g
P PON. .. e e e e 10g
VEIT DEIIANT. . oo e e e e et et e e e 1.5mg
P H e e e 7.2
Additifs
a- Sulfite de sodium
o SUITITE D SOUIUML. .. et e e e e e e e e e e e eans 5¢
o Eaudistille. ... 100mL
b- alun de fer
0 AlUN B O e s 5¢
o AU AISTIIE ..o 100mL

¢ —solution de tellurite de potassium
o tellurite de POTASSIUM . ...ttt e e e e e e e e e 5¢
o AU AISHIIE. . et e 1000mL
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a)Table de MAC-GRADY

Annexe2

Nombre caractéristique

Nombre de Micro-organismes

000
001
010
011
020
100
101
102
110
111
120
121
130
200
201
202
210
211
212
220
221
222

223

0,0
0,3
0,3
0,6
0,6
0,4
0,7
11
0,7
11
11
1,5
1,6
0,9
1,4
2,0
1,5
2,0
3,0
2,0
3,0
3,5

4,0
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230
231
232
300
301
302
310
311
312
313
320
321
322
323
330
331
332

333

3,0
35
4,0
2,5
4,0
6,5
45
75
115
16,0
9,5
15,0
20,0
30,0
25,0
45,0
110,0

140,0
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b) Table de NPP

Annexe2

1*50 mL | 5*10mL | 5*1mL Nombre Limite superieur
caractéristique | d’inférieur
0 0 0 <1
0 0 1 1 <0.5 4
0 0 2 2 <0.5 6
0 1 0 1 <0.5 4
0 1 1 2 <0.5 6
0 1 2 3 <0.5 8
0 2 0 2 <0.5 6
0 2 1 3 <0.5 8
0 2 2 4 <0.5 11
0 3 0 3 <0.5 8
0 3 1 5 <0.5 13
0 4 0 5 <0.5 13
1 0 0 1 <0.5 4
1 0 1 3 <0.5 8
1 0 2 4 <0.5 11
1 0 3 6 <0.5 15
1 1 0 3 <0.5 8
1 1 1 5 <0.5 13
1 1 2 7 1 17
1 1 3 9 2 21
1 2 0 5 <0.5 13
1 2 1 7 1 17
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10

12

11
14
18
21
13
17
22
28
35
43
24
35
54
92
160

240

12

15

12
18
27

39

23
28
19
26
34
53
66
31
47
59
85
10
120

75

140
220

450
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