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RESUME

Les cyanobactéries dénommees Spiruline, Arthrospira ou Limnospira sont des mines de
nutriments bien connues dans le monde entier. Malgreé leur longue histoire d'utilisation pour
la consommation humaine, de nombreuses souches indigénes n'ont pas été étudiées. Dans le
cadre de nos recherches, nous avons effectué une caractérisation génomique d’une souche
algérienne isolée de Tamanrasset depuis 2004. Le génome de la Limnospira sp. AlgLouSall
a été séquencé et comparé (via ANI et PaSit4) a 21 génomes des genres Arthrospira et
Limnospira, indiquant que L. fusiformis KNO1 étant le parent le plus proche (99,3 %) a la

souche L. sp. AlgLouSal1l.

L’analyse de la composition biochimique de la souche AlgLouSall a montré qu’elle est trés
riche en en protéines (44,37+ 0,78), en glucides (33.43 £ 1.77) et en fibres (7.54 + 0.43).
Ainsi qu’une large gamme de composés bioactifs a propriétés fonctionnelles dont les
chlorophylles a et b et les phycocyanines (C-PC). Beaucoup d’études ont été consacrés a
I’extraction de la phycocyanine en raison de ses applications pharmaceutiques et
alimentaires. Dans notre travail, I’extraction de la C-phycocyanine, par solutions salines, a
été optimise en utilisant la RSM ; pour I’ensemble des variables testées, les facteurs qui
semblent avoir des effets positifs sont le temps de macération, suivi de la concentration dans
la cyanobactérie.

L’étude des propriétés structurantes par BET de la phycocyanine a montré qu’elle présente
une surface spécifique de 3.4845 m?/g + 0.346 avec une capacité moyenne d’adsorption de
C =8.138. Ladétermination de la tension interfaciale phycocyanine/air, phycocyanine/huile et leurs
modulus ont montré que la PC ait des propriétés émulsifiantes meilleures comparativement aux

propriétés moussantes.

La phycocyanine en solution, se comporte comme un fluide non-newtonien et perd sa
viscosité a environ 30°C. L’analyse rhéologique indique que la phycocyanine est rhéofluidifiante

et peut étre classée en tant qu’un pseudoplastique.

Mots clés : Limnospira sp. AlgLouSall, Tamanrasset, Algérie, Analyse du génome,

phycocyanine, extraction, optimisation, propriétés structurantes.



ABSTRACT

Cyanobacteria known as Spirulina, Arthrospira or Limnospira are well-known nutrient
mines throughout the world. Despite their long history of use for human consumption, many
indigenous strains have not been studied. As part of our research, we carried out a genomic
characterization of an Algerian strain isolated from Tamanrasset since 2004. The genome of
Limnospira sp. AlgLouSall was sequenced and compared (via ANI and PaSit4) with 21
genomes of the Arthrospira and Limnospira genera, showing L. fusiformis KNO1 to be the
closest relative (99.3%) to the L. sp. AlgLouSall strain.

Analysis of the biochemical composition of the AlgLouSall strain showed it to be very rich
in protein (44.37+ 0.78), carbohydrates (33.43 = 1.77) and fiber (7.54 £ 0.43). As well as a
wide range of bioactive compounds with functional properties, including chlorophylls a and
b and phycocyanins (C-PC). Many studies have been devoted to phycocyanin extraction
because of its pharmaceutical and food applications. In our work, the extraction of C-
phycocyanin, using saline solutions, was optimized using MSR; for all the variables tested,
the factors that appear to have positive effects are maceration time, followed by

concentration in the cyanobacteria.

The BET study of phycocyanin's structural properties showed that it has a specific surface
area of 3.4845 m2/g = 0.346 with an average adsorption capacity of C = 8.138.
Determination of the interfacial tension phycocyanin/air, phycocyanin/oil and their moduli

showed that CP had better emulsifying properties than foaming properties.

Phycocyanin in solution behaves like a non-Newtonian fluid, losing its viscosity at around
30°C. Rheological analysis indicates that phycocyanin is rheofluidifying and can be

classified as a pseudoplastic.

Keywords : Limnospira sp. AlgLouSall, Tamanrasset, Algeria, genome analysis,

phycocyanin, extraction, optimization, structural properties.
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INTRODUCTION

Les cyanobacteéries existent probablement depuis I'augmentation de I'oxygene dans
I'atmosphére et les océans lors de ce que I'on appelle le Grand Evénement d'Oxydation [1]
[2]. Parmi les cyanobactéries, trois genres possédent des trichomes a enroulement hélicoidal
: Spirulina, Halospirulina, et Arthrospira [3]. Ce dernier est un taxon trés connu, utilisé
depuis longtemps comme source de nourriture, sous forme de dihé en Afrique ou de tecuitlatl

au Mexique [4 ; 5].

En marketing, Arthrospira est commercialisée sous le nom commun de « Spiruline »

bien que Arthrospira et Spirulina représentent deux genres indépendants de différents ordres

[6].

Arthrospira est I'un des dix-neuf genres de la famille des Microcoleaceae au sein de
I'ordre des Oscillatoriales [6]. Les espéces appartenant a ce genre sont des cyanobactéries
filamenteuses, souvent appelées algues bleues en raison de leur richesse en pigments, en

particulier en caroténoides, en phycocyanine C (C-PC) et en chlorophylle [7 ; 8].

La classification taxonomique des espéces de ce genre est essentiellement basée sur
une approche polyphasique combinant les données phénotypiques et moléculaire basées sur
le gene de I'ARNr 16S, I'espacement intergénique (ITS) du géne de I'ARNr 16S-23S, le locus
de I'opéron de la phycocyanine (cpcB-1GS-cpcA) et le groupe des genes de la vésicule
gazeuse (gvp) [9-14]. Les premiéres études phylogénétiques basées sur le gene de I'ARNr
16S ont divisé le genre Arthrospira en trois clades et défini six espéces d'Arthrospira : A.

geitleri, A. jenneri, A. platensis, A. fusiformis, A. indica et A. maxima [9; 15].

En 2019, Nowicka-Krawczyk et son équipe ont modifié la description du genre
Arthrospira en délimitant les especes produites commercialement dans un nouveau genre

Limnospira avec les especes : L. fusiformis, L. indica et L. maxima [16].

Douées de diverses activités thérapeutiques, antioxydantes, anti-cancéreuses,
antivirales, antibactériennes immunomodulatrices et agissant positivement dans le
traitement de la malnutrition, de I'obésité, de I'anémie, et du diabéte [17-20], les espéces de
ce genre sont utilisés comme aliments. Une partie importante de leur production est vendue

sous forme de compléments alimentaires ou d'additifs alimentaires [21 ; 22].
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Aussi, souvent qualifiées de superaliments [23] en raison de leur teneur tres élevée
en macronutriments, notamment en protéines, [24-27], en micronutriments et en oligo-
éléments [27 ; 28], ce sont des sources de composés biologiquement actifs [29] dont les

phycobiliprotéines (PBPs).

Les phycobiliprotéines représentent la fraction majeure des protéines de la spiruline,
Il s’agit principalement de trois fractions a savoir les phycocyanines (PC ou C-PC) dont la
C-PCY; la R-PCY et la R-PCYII, la phycoérythrine (PE) et 1’ Allophycocyanine (A-PC).
C’est un groupe de protéines colorées, hydrosolubles, dotées de groupes prothétiques

tétrapyrroles linéaires, localisées a la surface des thylakoides [30 ; 31].

La phycocyanine, principal type des phycobiliprotéines représente jusqu'a 50% des
phycobiliprotéines [32] et jusqu’a 15% des protéines totales de A. platensis [33]. Il existe 61
structures de phycobiliprotéines déposées dans la Protein Data Bank, obtenues par
diffraction des rayons X, et qui appartiennent principalement a des cyanobactéries et a des
algues rouges. Sur ces 61 structures, 36 sont des phycocyanines.

La phycocyanine présente des effets bénéfiques pour la santé : des études ont montrés
que la phycocyanine extraite de A. platensis possede des propriétés antioxydantes,
anticancéreuses, antitumorales [34; 35] et anti-inflammatoires [36], son effet
cardioprotecteur a également été démontree [37].

En outre, elle posséde une capacité fluorescente qui permet de l'utiliser comme
marqueur biochimique pour des analyses chimiques et biologiques [38 ; 39]. Ainsi, des films
bio-fonctionnels ont été développé en utilisant de la gélatine bovine et de la phycocyanine
[40].

La phycocyanine peut aussi étre utilisée dans les formulations alimentaires, elle
présente un intérét agroalimentaires grace a ses propriétés structurantes et techno-
fonctionnelles, émulsifiantes, gélifiantes et moussantes [41]. Elle a été utilisée comme

émulsifiant dans les crémes glacées et gelifiant dans les gelees [41].

La phycocyanine est aussi un colorant alimentaire naturel bleu, c’est ce qui explique
son nom tiré du grec « phyco » ou « algue » et « cyan » qui signifie « bleu ». Les microalgues

peuvent constituer les meilleures sources de colorants naturels [42 ; 43].

L’utilisation de la phycocyanine, comme ingrédient alimentaire fonctionnel non
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toxique et non cancérigéne gagne en importance dans le monde entier et peut étre une

alternative protéique durable.

Différentes techniques d’extraction de la phycocyanine ont été étudiées et
comparees, en se basant principalement sur le choix du traitement mécanique exercé
(macération, ultrasons, Extraction assistée par champs électrique  pulsé,
congélation/décongélation, microondes), les solvants utilisés, la présence de stabilisants et

autres parametres [44-47].

L’obtention d’une phycocyanine de grade alimentaire peut étre faite avec le
développement de méthodes d’extraction alternatives de la phycocyanine par des méthodes
dites de « chimie verte » ou « eco-extraction » réduisant ainsi, la consommation d’énergie et

de solvant, parmi lesquelles 1’extraction par solution saline [47].

En Algérie, dans le massif cristallin du Hoggar a Tamanrasset, une cyanobactérie a
été découverte, en 1988, dans une « guelta », par Etienne BOILEAU et Monique BOILEAU
et a été isolée en 2004 par le Dr. Abdelkader HIRI, qui lui a attribué le nom commun de « la
Spiruline HTam ». Sa taxonomie et son étude génomique n’a jamais éte établie. Par contre,
les analyses démontraient qu’elle présentait la plus grande quantité de caroténoides (5,50
mg/g) et de polyphénols (67,52 mg GAE/g) comparativement a d’autres souches d méme
type [48]. L’optimisation de la production de substances polymériques extracellulaires ou
exo-polysaccharides (EPS) par cette spiruline et I’extraction de sa phycocyanine ont fait
I’objet de plusieurs études [49-51]. Cette souche, non toxique, de cyanobactérie est

actuellement cultivée dans plusieurs fermes en Algérie.

Dans ce contexte, la présente thése a pour objectif de mettre en valeur cette
cyanobactérie et ce en commengant par sa caractérisation génomique et I’exploration de son
génome pour arriver a la classer d'un point de vue taxonomique puis étudier la composition
biochimique de la spiruline séche cultivée sur milieu de culture Hiri. Aussi, une optimisation
de I’extraction de la phycocyanine par solutions salines a base de chlorure de sodium (NaCl)
en utilisant la méthodologie de réponse en surface (Responce Surface Methodology) (RSM)
a été réalisée ainsi qu’une évaluation de quelques caractéristiques fonctionnelles et

structurantes de la PC extraite.

Cette theése est structurée en trois chapitres :
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Un premier chapitre : réservé a une analyse bibliographique présentant les différents
aspects abordés dans cette these, a savoir, des généralités sur la cyanobactérie étudiée, sa
protéine majoritaire, la phycocyanine, et les méthodes d’extraction de cette derniére ainsi

que ses différentes propriétes.

Un deuxiéme chapitre décrivant le matériel utilisé et les différentes méthodes

d’analyse effectuées.

Un troisieme chapitre ou les résultats obtenus sont présentés et discutés, commencant
par I’identification génétique de 1’espece étudiée et de ses contaminants de culture, puis une
caractérisation biochimique de la souche Limnospira sp. AlgLouSall, suivie de
I’optimisation et la modélisation par planification par méthodologie de réponse en surface

(RSM) de I'extraction de la phycocyanine avec des solutions salines.

L’étude de quelques propriétés structurantes et fonctionnelles de la phycocyanine

extraite de la souche de spiruline algérienne a également été réalisée.
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CHAPITRE 1
PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

. Généralités La cyanobactérie (Arthrospira ou Limnospira)

Les cyanobactéries (cyanoprokaryotes: organismes dépourvus de membrane
nucléaire) constituent un groupe particuliérement difficile a classer. Elles constituent sans
doute l'un des groupes d'organismes les plus anciens de la planete [52; 53]. Les
cyanobactéries forment 1’essentiel des bactéries capables de photosynthése avec production

d’oxygene et peuvent étre unicellulaires ou pluricellulaires [54].

L'appareil photosynthétique des cyanobactéries est formé de trois systemes
principaux de récolte de la lumiére : deux photosystémes principaux (comme la majorité des
organismes photosynthétiques) et un phycobilisome (PBS), un complexe protéique
supramoléculaire [55]. Le PBS est tres caractéristigue de ces organismes et est
principalement composé de phycobiliprotéines (PBPs) qui absorbent les radiations dans les
régions du spectre visible, ou la chlorophylle a une faible absorption, principalement dans
les zones vertes et jaunes du spectre lumineux [56]. Cependant, la composition du

phycobilisome varie d'une espece a l'autre [57].

D'un point de vue quantitatif, la phycocyanine (PC ou PCY) est la phycobiliprotéine
la plus abondante chez les cyanobactéries, suivie de la phycoérythrine et de
I'allophycocyanine [58].

La cyanobactérie Arthrospira, anciennement appelée Spiruline, et récemment
appelée Limnospira est la microalgue économiquement la plus exploitée [5 ; 59]. Elle fait
partie des micro-organismes, et elle appartient au domaine des bactéries (Bacteria) et se
classe parmi les bactéries gram négatif [60]. A noter que cette appartenance a la classe des
cyanobactéries est plus ou moins récente. En effet, elle est longtemps restée classée parmi

les « algues bleu-vert » [54].

C’est une espéce photoautolitotrophe qui se développe préférentiellement dans des
eaux chaudes, alcalines, contenant du carbonate de sodium ou du bicarbonate de sodium, et
riches en nutriments azotés et phosphorés [61 ; 62]. Plus communément, elle s’observe dans
les eaux saumatres, ainsi que dans les lacs salins des regions tropicales et semi-tropicales

[63]. Outre ses habitats naturels, la spiruline peut étre cultivé dans des photo-bioréacteurs
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ou des bassins de culture utilisant des milieux de culture artificiels [61]. Dans ces cas
Arthrospira pousse idéalement a 35 - 37°C: elle meurt & 43°C., sa croissance est
pratiquement nulle a 20°C avec un pH optimal de 9,5 a 10,5 [64]. La lumiére étant
indispensable, naturelle ou artificielle : la spiruline exposée a un fort ensoleillement (plus de

120000 lux) est décomposée [61]. Une agitation discontinue énergique est préférable [64].

I.1. Taxonomie

La classification taxonomique des cyanobactéries a été radicalement modifié,
notamment avec l'introduction de la microscopie électronique et des méthodes de biologie
moléculaire pour la caractérisation des taxons de cyanobactéries [6]. Selon la classification
taxonomique actuelle, Arthrospira est l'un des dix-neuf genres de la famille des
Microcoleaceae qui est une des plus grandes familles au sein de I'ordre des Oscillatoriales
[11; 6].

Différentes souches d’Arthrospira ont été identifiées ; mais, en raison de leurs
qualités (morphologie, couleur, taux de croissance, adaptation ...), elles ne sont pas toutes
commercialement exploitables [65; 12]. Différentes études ont essayé d’établir les
caracteres phylogéniques communs des souches commercialisées en se basant sur différentes

séquences.

En effet, la conservation des sequences d'’ARNr 16S dans le genre Arthrospira est
remarquable [9] ; les séquences ITS (internal transcribed spacer) montrent une grande
conservation au niveau de I’espéce [10]. Ainsi, I'opéron cpcHID (C-phycocyanin rod linker
polypeptide H, | et D) est un type de gene ancien qui code pour les peptides de liaison des
batonnets du phycobilisome, impliqués dans l'assemblage et la fonction du PBS qui
affecterait I'efficacité de la photosynthese et donc la productivité finale, le cpcHID présente
une plus grande divergence entre les souches d'A. platensis que I'ITS et 'ARNr 16S [66 ;
67].

Une combinaison des données phénotypiques et moléculaires, notamment I'ARNr
16S, I'espace transcrit interne (ITS), le locus de la phycocyanine (séquences cpcBA-IGS) et
les groupes de génes de la vésicule gazeuse (gvp) a donc était adopté pour la classification
de ce genre [9-14 ; 68].

Plus récemment, une comparaison, en termes de morphologie cellulaire,

ultrastructure, écologie et le géne de I'ARNr 16S ; a montré que l'espece type du genre
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Arthrospira, « A. jenneri » differe des especes utilisées commercialement A. platensis, A.
maxima et A. fusiformis (et autres enregistrements d'Arthrospira provenant de GenBank).
Ceci a mené a I'établissement d'un nouveau genre, Limnospira, qui englobe trois espéces, a

savoir L. fusiformis et L. maxima et L. indica, avec I'espéce type Limnospira fusiformis [16].

1.2. Etymologie.

Le nom générique Limnospira, fait référence a la morphologie des trichomes et a leur

habitat typique a savoir les lacs et a leur morphologie :
» Limni- [vient du gréc, Apvn], lac, lagune ;
> -speira [en grec, oncipa)] - spirale [16].
1.3. Morphologie

La spiruline est une cyanobactérie du genre Limnospira qui se présente sous la forme
d’un filament cylindrique, pluricellulaire appelé « trichome » (Figure 1.1), avec des parois

transversales facilement visibles [69 ; 70].

Le trichome est ramifié, plus ou moins effilé vers les extrémités, légérement rétrécis
aux parois transversales, vert bleu ou vert foncé. Les cellules sont toujours plus courtes que
larges avec des cellules terminales arrondies (Figure 1.1) et une paroi cellulaire externe

épaisse ou calyptra [16].

Cette géométrie de 1’hélice est en relation directe avec les conditions €écologiques
rencontrées dans leur habitat [61] dont la température, les conditions physiques et chimiques
[71].
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Figure 1.1: Les différentes morphologies de Limnospira [16]

(a)Dessin original de L. fusiformis (Spirulina fusiformis) par Voronichin 1934 [72], (b-h)
morphologie de la souche de référence de L. fusiformis SAG 85.79 en LM (i-0)
morphologie de la souche de L. fusiformis SAG 84.79 en LM, (p-t) morphologie de la
souche de L. fusiformis SAG 257.80 en LM ; les triangles noirs indiquent la paroi
cellulaire épaissie (calyptra).
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I.4. Reproduction

La multiplication des trichomes d'Arthrospira / Limnospira & maturité se produit par
fragmentation du trichome, a travers le biais d’une cellule nécrodiale. Le mécanisme a été
décrit en détail pour A. maxima et A. fusiformis [4]. Il consiste en la destruction d'une cellule
intercalaire (necridium ou nécridie) qui devient d'abord incolore (Figure 1.2) et finalement
biconcave en raison de I'effondrement des septa latéraux et segmentation des filaments [70].

Figure 1.2 : Formation de cellules nécrides dans les clones [70]

(a) Arthrospira fusiformis trichome enroulé ; (b) A. maxima trichome droit.
Barre de repérage = 10mm

Le trichome se fragmente donc pour donner de nouveaux filaments de 2 a 4 cellules
appelés hormogonies (Figure 1.3). Les hormogonies vont croitre en longueur par division
binaire et prendre la forme typique hélicoidale [54]. Sous conditions favorables, le temps de

génération est trés court (7 heures) [73].
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Figure 1.3 : Cycle biologique de la Spiruline [54]

I.5. Production et culture

La spiruline pousse naturellement dans les lacs mais elle est aussi cultivée en bassins
ou en bioréacteurs dans un milieu de culture liquide. Pour assurer la croissance de la spiruline
son milieu de culture doit contenir de 1’azote, du phosphore et du potassium. De méme,le

soufre, le magnésium, le calcium et le fer doivent aussi étre ajoutes.

Le milieu doit en outre contenir tous les oligo-éléments nécessaires a sa croissance :
zinc, acide borique, manganese, cuivre, chrome, cobalt, molybdéne, etc. [64]. 1l est
nécessaire de dire que lors de la culture des spirulines, il faut prendre en compte deux types
de consommation :_La premiére consommation correspond a la préparation du milieu liquide
dans lequel on introduit la souche de spiruline que lI'on veut voir croitre et la deuxiéme

consommation qui est une consommation d'entretien.

Chaque fois qu'on récolte de la spiruline, il faut remettre dans le bassin une quantité

d'intrants en rapport avec ce qui vient de sortir du bassin sous forme de spiruline [64 ; 74].

Le milieu proposé par Zarrouk, (1966), est un milieu standard trés souvent cité
comme référence (Appendice 1). Il présente I’intérét de s’adapter a presque toutes les

souches de spiruline [73].

Thése De Doctorat



Chap1 : Partie bibliographique 11

Par ailleurs, il faut savoir que tant que la spiruline est en croissance active, bien
nourrie, récoltée, agitée, a pH > 9,5, d'une belle couleur vert foncé et que le milieu est
régulierement purgé, aucune espéce d'algue concurrente ne réussit habituellement a envahir
le bassin. Cependant, I'apparition d'algues étrangeres est toutefois possible [64]. Les bassins
de culture doivent étre entretenus et la culture doit étre surveillée. L’observation au
microscope permet aussi de constater si les filaments sont cassés (faute d’une agitation trop
vive, d’une lumiére accrue ou d’un manque de potassium), s’ils sont de petite taille (vitesse
de croissance trop rapide, salinit¢ ou pH trop ¢€levés) ou a I’inverse, anormalement longs

(manque de fer) [74].

1.6. Récolte et conservation

Une fois la culture préte pour la récolte, il est possible de prélever au moins 25 % de

la culture par jour.

Aussi, pour récolter une spiruline aussi pure que possible, il est conseillé de la faire
passer a travers une toile de 150um avant celle de 30 ou 60 pm de manicre a recueillir les
débris sur la premiére et la spiruline sur la deuxiéme toile et laisser passer le filtrat qui pourra
étre réutilisé dans le bassin de production. La pate verte de spiruline qui s'accumule sur le
filtre peut étre récupérée [61] et un lavage a I'eau douce potable avant le pressage et le

séchage peut étre envisagé [64].

Une biomasse non lavée et pressée avec un taux de matiére seche (MS) de 20 a 30 %
ne se conserve pas plus de quelques heures a température ambiante. Réfrigérée a 4°C, elle

peut étre conservee deux a trois jours.
La congélation de la biomasse de spiruline est possible [64].

Le séchage est le seul moyen sOr de conserver et de distribuer la spiruline sans chaine
de froid. La spiruline est séchée au soleil, ou dans un séchoir solaire indirect, ou électrique
La plupart des cultivateurs commerciaux de spiruline, utilisent le séchage par atomisation.
Le séchage au tambour est également pratiqué et la lyophilisation demeure la meilleure

méthode de séchage [61].

Seul un conditionnement opaque et sous vide peut garantir la conservation a longue
duree de la spiruline et les sachets aluminisés multicouches thermoscellables sont fortement

recommandés.
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Une spiruline de bonne qualité, emballée sous vide dans ces sachets, et conservée a
une température inférieure a 30°C se conserve pendant cing ans [64].

Il. Composition biochimigue de la spiruline

Limnospira est une cyanobactérie filamenteuse commercialement importante qui est
utilisé comme additif alimentaire et comme aliment pour les poissons, la volaille et les
animaux d'¢levage dans le monde entier. C’est une riche source de protéines, de minéraux,

de vitamine B12, de 3-caroténe et d'acides gras essentiels, tels que I'acide c-linolénique [75].

11.1. Protéines

Les protéines de la spiruline représentent 10 a 11% de sa masse humide. Dans la
spiruline seche, les teneurs en protéines oscillent entre 50 et 70% [61]. Il est préférable de
pratiquer la récolte de la spiruline le matin, car la teneur de la spiruline en protéines y est
généralement plus élevée que le soir [61 ; 64].

La valeur biologique des protéines de la spiruline semble étre tres haute a la suite de
sa composition en acides aminés essentiels [76]. Ses protéines majeures sont les
phycocyanines [77]. La spiruline ne nécessite ni cuisson ni traitements spéciaux pour rendre
ses protéines accessibles, elle ne contient pas de parois cellulosiques ce qui explique sa trés
bonne digestibilité 75 & 92% (caséine pure 95.1%) [77-79].

En termes d’acides aminés, les protéines de la spiruline contiennent des acides

aminés qui représentent 47% du poids total des protéines [80].

La méthionine et la cystéine sont les acides aminés essentiels les moins représentés
avec le tryptophane, la lysine et I’histidine (Tableau 1.1). Les plus fortes teneurs sont celles

de la leucine, la valine, et I’isoleucine [77 ; 81].
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Tableau 1.1 : Pourcentage moyen des acides aminés de Spirulina platensis selon différents
auteurs [61 ; 82 ; 83] et de Spirulina mexican [84].

Acides aminés Fox, 1999 Clément, Jacquet, 1974[83] Borowitzka,
[61] 1975 [82] 1988 [84]
Acides aminés essentiels (%)
Isoleucine 5,98 6,40 5,60 5,70
Leucine 8,71 9,00 8,00 8,70
Lysine 5,28 4,80 4,20 5,10
Méthionine 2,85 2,60 2,25 2,60
Phénylalanine 5,09 4,60 4,40 5,00
Thréonine 5,58 5,50 4,70 5,40
Tryptophane 1,48 1,60 1,00 1,50
Valine 7,72 6,90 5,70 7,50
Acides aminés non essentiels (%)
Alanine 8,24 7,90 7,25 7,90
Arginine 7,92 6,70 6,60 7,60
Acide aspartique 9,50 9,20 9,30 9,10
Cystéine 0,93 0,90 0,95 0,90
Acide glutamique 13,20 12,90 N. C. 12,70
Glycine 5,07 5,00 4,80 4,80
Histidine 1,50 1,60 1,60 1,50
Proline 4,32 3,90 3,60 4,10
Sérine 5,46 5,60 5,00 5,30
Tyrosine N. C. 4,90 4,30 4,60
11.2. Glucides

La spiruline séche contient 13,6 a 25% de glucides [77 ; 85] et la paroi des Spirulines

est formée de glucosamine.

L'essentiel des glucides assimilables est constitué de polymeres a savoir des
glucosannes aminés (1.9%) et des rhamnosannes aminés (9.7%) ou encore de glycogéne
(0.5%) [77].

Les glucides simples (glucose, fructose, saccharose) ne sont présents qu’a 1’état de

traces. On trouve aussi des polyols (glycérol, le mannitol et le sorbitol) [77].
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Des polysaccharides sont aussi présents dans la spiruline. Le calcium-spirulan (Ca-
Sp), est un polysaccharide caractéristique de la spiruline composé de résidus sulfatés avec
essentiellement du rhamnose, ribose, mannose, fructose, galactose, xylose, glucose, acide
glucuronique et galacturonique, ainsi que d’ions sodium et calcium [86 ; 87]. Un autre
polysaccharide, « Immulina », structurellement complexe et fortement hydrosoluble,

représente entre 0,5% et 2% du poids sec de Arthrospira platensis [88 ; 89].

I1.3. Lipides

La spiruline, a 1’état sec, contient un taux de lipides qui oscille entre 5.6 et 13% [5;
62 ; 90] repartie entre une fraction saponifiable (83%) et une fraction insaponifiable (17%)
[64]. La fraction saponifiable, représente 4,9 a 5,7% de la matiére séche de la spiruline [61] ;
Elle est essentiellement composée de diglycérides. Les triglycérides ne sont présents qu’a de
tres faibles taux (0,3%). Les phospholipides ne sont pas présents en quantité appréciable
[82; 91].

La spiruline figure parmi les meilleures sources d’acide gamma-linolénique, un
oméga 6 (»-6), qui constitue 10 a 20% des acides gras chez Arthrospira maxima (soit 1-2%
du poids sec) et jusqu’a 40% chez A. platensis (soit 4% du poids sec) [5; 92]. L’absence
d’acide alpha-linolénique (oméga-3) a été bien établie [93]. A.platensis contient un
sulfolipide, le sulfoquinovosyl-diacyl-glycerol (SQDG), qui a démontré par expérience in

vitro sa capacité a inhiber la transcriptase inversel du hiv-1 et du hiv-2 [94].

La fraction insaponifiable est composée essentiellement de stérols, de terpénes,
d’hydrocarbures saturés (paraffines) et de pigments. Cette fraction représente 1,1% a 1,3%

de la matiére séche de la Spiruline [61].

11.4. Vitamines

Parmi les vitamines hydrosolubles, la vitamine C n’existe qu’a 1’état de trace dans la
Spiruline [77]. Cependant, on note la présence des vitamines du groupe B. Une teneur
exceptionnelle en vitamine B12 (cobalamine) qui peut étre expliqué par la possibilité de

présence d’analogues de la vitamine B12 [95].

Parmi les vitamines liposolubles, la vitamine E est présente dans la spiruline a des

taux supérieurs a 13 mg/Kg [96].

A noter que la méthode de séchage de la spiruline affecte ce taux [77].
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Pour ce qui est le cas du B-carotene, elle représente une teneur élevée soit 40 a 80%
des caroténoides de la spiruline, Les autres caroténoides, par ordre décroissant, sont : les
xanthophylles, les cryptoxanthines, les échinénones, les zéaxanthines et la lutéine [97]. On
trouve entre 700 et 2000 mg de B-carotene et environ 100 a 600 mg de cryptoxanthine par

kilogramme de spiruline séche [98].

Tableau 1.2 : Teneur en vitamines en pg/g de matiére séche de Spiruline [77].

Vitamine Teneur (ug/Q)
B1 (thiamine) 34 -50
B2 (riboflavine) 30 - 46
B3 (niacine) 130

B5 (pantothénate) 4,6 -25
B6 (pyridoxine) 5-8

B8 (biotine) 0,05

B9 (folate) 0,5
B12 (cobalamine) 0,10 - 0,34*
C (acide ascorbique) Traces
Provitamine A (B-carotene) 700-1700
Vitamine E 50-190
Cryptoxanthine 100

* Hors pseudo vitamine B12.

I11.5. Minéraux et oligoéléments

La teneur de Arthrospira en minéraux varie en fonction du milieu de culture [77].

Elle est tres riche en fer, zinc, magnésium, calcium, phosphore et potassium (Tableau 1.3).

Les spirulines naturelles ont rarement des teneurs en fer dépassant 500 mg/kg mais
des teneurs avoisinant 1000 mg/kg ont été enregistrées [99]. Elles ne contiennent
géneralement que des traces de zinc (21-40 pg/g) [100] et pratiqguement pas de sélénium
[101].

Enfin, la Spiruline ne semble concentrer I’iode qu’en présence de cobalt qui s’avére

carcinogene [102 ; 103].
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Tableau 1.3 : Composition en minéraux de la Spiruline cultivée en pg/g de sa matiére séche
[77].

Minéraux Teneur de la spiruline seche (mg/kg)

Calcium 1300-14000
Phosphore 6700-9000
Magnésium 2000-4000
Fer 600-6000**
Zinc 21-6000**
Cuivre 8-2000**
Chrome 2,8
Manganese 25-37
Sodium 4500
Potassium 6400-15400
Sélénium 0,01-50**

**Valeurs obtenues par enrichissement spécifiques
11.6. Pigments
La Spiruline contient des chlorophylles (115mg/10g) dont la chlorophylle a (61 a 75

mg/10g), des caroténoides (orange) (37mg/10g) pour lesquels, la majeure partie est
représentée par le B-caroténe, précurseur de la vitamine A. Elle contient aussi des
phycobiliprotéines telles la phycocyanine (bleu) (1500-2000 mg/10 g) et la phycoérythrine
(rouge) (2900-10000 mg/10g) [104].

Les teneurs en phycocyanine et phycoeérythrine varient selon la souche et les

conditions de culture.

En effet, les teneurs en phycobiliprotéines (qui captent I’énergie lumineuse vers les

photosystémes) sont régulées par I’intensité de 1’éclairement. La cyanobactérie Spirulina
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platensis est une excellente source de phycocyanine. D’aprés Vonshak (1997), la fraction
protéique pourrait contenir jusqu’a 20 % de phycocyanine [75]. En outre, la forte teneur en

ce pigment pourrait étre d’un grand intérét industriel.

11.7. Toxicité de la spiruline

11.7.1. Toxicité par les métaux lourds

La spiruline est un chélateur des métaux lourds, elle a une forte capacité a fixer
certains poly-cations (cadmium, plomb, chrome, cuivre) ce qui nécessite d’effectuer des
controles sur les teneurs en métaux lourds des spirulines destinées a la consommation
humaine, des normes sont imposées a ce propos (Tableau 1.4). Cependant, la spiruline,
possede une propriété de réduire les métaux lourds de 1’organisme humain : arsenic,

cadmium et mercure [105-108].

Les métaux lourds s'accumulent subrepticement, pour finir par atteindre des seuils
toxiques. Les contaminants de métaux lourds les plus courants sont le mercure (Hg),
I'arsenic, le cadmium (Cd), le plomb (Pb), le chrome (Cr), le zinc (Zn) et le cuivre (Cu). lls
sont non biodégradables donc, ils restent dans I'environnement et les systemes biologiques
[109].

Tableau 1.4 : Normes imposées en France pour la contamination des spirulines alimentaires
en métaux lourds (Arrété du 21/12/1979) [61].

Métal lourd Norme admise (Sur poids sec, en ppm (mg/Kg))
Arsenic <3

Plomb <5

Etain <5

Cadmium <0,5

Mercure <0,1

lode <5000

11.7.2. Toxicité par les microorganismes

La spiruline peut étre contaminée par différents microorganismes dont les

salmonelles et des germes anaérobies (tableau 1.5).
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Tableau 1.5 : Normes imposées par la normalisation francaise pour la contamination des
spirulines alimentaires en bactéries (Arrété du 21/12/1979) [61].

Type d’agent contaminant Norme admise (Sur produit frais ou sec
(germe/g))

Germes aérobie (30°C) <100 000

Coliformes fécaux (44,5°C) <10

Anaérobies sulfito-réducteurs (46°C) <100

Clostridium perfringes <1

Salmonella Absence dans 25 g

Staphyloccus aureus <100

11.8. Spiruline et réactions allergigues

Au niveau métabolique, la spiruline est trés bien tolérée. Il n’a jamais été signalé
d’allergies [110], en 2010, Pétrus et ses collaborateurs ont signalé la premiére manifestation
allergique de la spiruline chez un enfant atopique de treize ans, apres six heures de I’ingestion
de spiruline, des troubles digestifs a type de diarrhée et érythéme diffus. L’allergéne

responsable, la phycocyanine C, a été identifié [111].

I11. Généralités sur la phycocyanine

Les cyanobactéries sont réputées pour leurs substances bioactives et nutriments, tels
que les glucides dont fibres, les protéines dont phycobiliprotéines et peptides, les lipides, les

minéraux, les vitamines et autres composeés bioactifs [112].

111.1. Les phycobiliprotéines

Les phycobiliprotéines sont des pigments hydrosolubles, photosynthétiques
accessoires agrégés dans la cellule sous forme de phycobilisomes attachés a leur tour a la

membrane thylakoide du chloroplaste [113].

Ce sont des molécules comportant une partie protéique liée de facon covalente
(liaison thio-ether) a des chromophores ou bilines. Ces derniers sont composés de groupes
tétra pyrroliques non cyclisés. On connait quatre types de chromophores dans les
biliprotéines des Cyanobactéries et de Rhodophycées : un chromophore bleu
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(phycocyanobiline - maximum d’absorption dans le spectre visible a 660 nm), deux
chromophores rouges (phycoérythrobiline, a 550 nm, et cryptovioline ; & 590 nm), ainsi

qu‘un chromophore orangé (phycourobiline - maximum d’absorption a 495 nm) [114].

Sur ce, les phycobiliprotéines cyanobactériennes peuvent étre divisées en trois
classes principales :

- La phycoérythrine (PE — de coloration rose vif a rouge) ;
- Laphycocyanine (PC - bleu foncé) ;
- L'allophycocyanine (AP-bleu plus clair) [115-117].

Ces phycobiliprotéines sont largement utilisées pour la fabrication de médicaments,

aliments, cosmetiques et materiaux fluorescents [118 ; 119].

111.2. Les phycobilisomes

Chez les cyanobactéries, les phycobiliprotéines localisées a la surface des
thylakoides (Figure 1.4) sont assemblées de fagon superposée dans une méme unité appelée

phycobilisomes.

L’assemblement de facon géométrique des pigments est fait de maniére a optimiser

la capture de lumiére et le transfert d’énergie [120].

Toutes les phycobiliprotéines absorbent directement la lumiére incidente, mais elles
participent également & une chaine de transfert d’énergie dans le phycobilisome (le transfert
d’énergie provient de la phycoérythrine — phycocyanine — allophycocyanine —
chlorophylle) [31].
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Peptidoglycan layer
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Figure 1.4 : Schéma de la structure interne d'une cyanobactérie

[https://www.dreamstime.com, 2024].

Le phycobilisome (Figure 1.5) est le complexe majeur, collecteur d’énergie lumineuse de
I’appareil photosynthétique des Cyanobacteries.

h\' o‘.h\'
0 ....‘ ‘...0
” L
o .."-.. 4" :
‘>
Chloroplast

stroma

Thylakoid
lumen

Figure 1.5 : Organisation du Phycobilisome chez Arthrospira platensis [121].

(AP =APC) : Allophycocyanine ; (PE) : Phycoérythrine ; (PC) : Phycocyanine.
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111.3. La phycocyanine

Les espéces du genre Limnospira sont une source considérable de pigments naturels,
principalement la phycocyanine et 1’allophycocyanine avec un rapport de 10 :1 [99]. Le
groupe prosthétique de C-PC et A-PC est appelé phycocyanobiline (PCB) ou chromophore.

La masse moléculaire de la phycocyanuine est comprise entre 44 et 260 kDa [34].
La phycocyanine est composée d’une protéine (composante apoprotéique), liée a un

chromophore, appelé phycocyanobiline [122].

D’un point de vue structural, la phycocyanine consiste en un monomere formé de
deux sous-unités en forme d'hélice, appelées alpha (a) et béta (), de type globuline, dont la
masse moléculaire est comprise entre 12 et 20 kDa et entre 15 et 22 kDa, respectivement ;
avec un chromophore bilinique attaché a la sous-unité o et deux d'entre eux a la sous-unité
B. Les monoméres se rassemblent pour former un trimére en forme d'anneau (aff)3, ce qui

donne des structures hexamériques [(aff)3]2 [38 ; 123 ; 124].

Le chromophore, appelé phycocyanobiline, est responsable de la couleur bleue de la
molécule et consiste en des groupements prosthétiques linéaires isomériques de type
tétrapyrrole a chaine ouverte qui lie les protéines par une liaison thioéther (via la cystéine
sur la (Figure 1.6) [125-127].

Figure 1.6 : Structure chimique du chromophore phycocyanobiline de la phycocyanine
d'Arthrospira platensis [39]

(A) Représentation schématique des sous-unités a (couleur plus claire) et B (couleur plus
foncée) de la phycocyanine ; (B) Structure chimique de la phycocyanobiline

Thése De Doctorat



Chapl : Partie bibliographique 22

En solution, la phycocyanine se présente sous la forme d’un mélange complexe de
monomeres, de triméres, d’hexaméres et d’autres oligomeres [34]. Le monomere of n'est

pas la forme stable, ni in vivo, ni dans les conditions habituelles d’extraction.

Selon le type de phycobiliprotéine, c'est I’état trimérique (of3), ou hexamérique (os)
qui est 1’agrégat oligomérique stable. Les propriétés spectrales (absorption,fluorescence)
sont liées a la composition chromophorique, aux interactions chromophore- chaines
polypeptidiques, mais aussi aux interactions entre les polypeptides d’un monomere, entre

monomeéres d’un agrégat oligomérique [45 ; 128 ; 129].

La séquence compléte en acides aminés a été déterminée pour les sous-unités (o, B) de
I’allophycocyanine et de la phycocyanine des cyanobactéries [128]. La mesure de ces

phycobiliprotéines par spectrophotométrie a été évaluee par différents auteurs [32 ; 129].

111.4. Extraction et purification de la phycocyanine

La teneur en C-PC dépend de plusieurs parameétres a savoir : la souche de spiruline,
I’intensité de I’éclairage, la composition du milieu de culture, conditions de la culture...etc.
L’utilisation d’une lumiére rouge pour 1’éclairage de la culture a la place d’une lumiére
ordinaire augmente la teneur et la puret¢é de C-PC [130; 131]. Des spirulines

particulierement riches en phycocyanine (environ 20 % du poids sec) existent [64].

111.4.1. Extraction de la phycocyanine

Plusieurs techniques conventionnelles ou traditionnelles ont été rapportées pour
extraire la phycocyanine de la biomasse de la cyanobactérie A. platensis sous ses différents
états physiques (seche, humide et congelée) (Tableau 1.6). Les méthodes d’extraction de la
C-PC s’averent étre généralement longs tout en nécessitant 1’utilisation massive de solvants

organiques [132 ; 31].

L'extraction de la phycocyanine est difficile car la paroi cellulaire de cette
cyanobactérie est trés résistante [133], composée de quatre couches quatre couches : fibrille,

peptidoglycane, protéines, et analogue aux bacteries gram negatives [134].

Plusieurs méthodes ont été signalées pour désagréger la paroi cellulaire,
notamment I'nomogénéisation, la sonication, les micro-ondes, l'extraction par fluide

supercritique, et la désintégration du lysozyme [45 ; 135-138]. L'extraction et la purification
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de la phycocyanine peut étre catégorisée en trois processus principaux, y compris la
désintegration des cellules, I'extraction et la purification [139]. Le processus d'extraction doit
étre efficace en termes de rendement d'extraction éleve et doit étre respectueux de
I'environnement. Diverses méthodes d'extraction ont été optimisées pour maximiser le

rendement et la pureté de la phycocyanine.
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Tableau 1.6 : Les différentes méthodes conventionnelles d’extraction des phycobiliprotéines [31 ; 45].

Méthodes d’extraction Biomasse Avantages Limites
Congélation / décongélation
Fraiche et Simple, rapide (10-12h),reproductible, ne Difficile a réaliser a 1’échelle
séche dépend pas de la qualité de biomasse, pas industrielle
de corrosion du matériel, n’affecte pas la
qualité biologique des protéines
Douce et non dénaturante
Sonication Fraiche et Grande productivité apetite échelle Difficile & réaliser a1’échelle
séche industrielle
Utilise une forte fréquence (20
a 50 kHz)
Précipitation fractionnelle Fraiche et Pas cher, précipitation facile des protéines Difficile a réaliser a I’échelle
avec du sulfate d’ammonium seche sansdénaturation industrielle
Chromatographie  échangeuse Fraiche et Utiliser pour une purification élevée des Difficile a réaliser a 1’échelle
d’ions seche phycobiliprotéines industrielle
Homogénéisation Fraiche Rapide (10 a 12h) Risque de contamination
Extraction a I’eau Fraiche Non toxique Tres lente
Extraction a I’acide Fraiche L’extraction d’acide serait utile pour Dénaturation des

I’extraction directe du pigment
phycocyanobiline a  partir de la
phycocyanine

phycobiliprotéines
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111.4.1.1. Extraction par sonication

Il s’agit d’une méthode tres efficace pour extraire la phycocyanine de la biomasse
humide et séche. Une ultrasonication (US) de 10 minutes a permis d'obtenir la concentration
et la pureté les plus élevées a partir de la biomasse humide de Arthrospira platensis [140].
De méme, l'ultrasonication avec un rapport biomasse/solvant de 1 :50 et des cycles de
congélation/décongélation a été efficace pour la biomasse séche, avec un rendement de 54,65
mg/g [46].

Les bains de nettoyage a ultrasons ou les systéemes de sonde sont principalement
utilisés pour briser la paroi cellulaire des bactéries [141]. Les bains ultrasoniques a I'échelle
du laboratoire permettent d'obtenir des rendements d'extraction plus élevés que le systéme a
sonde [142].

Appliquée a I'extraction de C-PC, l'ultrasons peut extraire des composes interférents,
tels que des débris cellulaires, des chlorophylles et des protéines indésirables, nécessitant
une étape de purification supplémentaire [41 ; 143]. Par conséquent, la pureté de I'extrait

doit étre évaluée lorsque cette technologie est utilisée.

111.4.1.2. Extraction avec des cycles de congélation-décongélation

Les cycles répétés de congélation-décongélation sont une méthode courante,
particulierement efficace pour extraire la phycocyanine d'Oscillatoria quadripunctulata,
avec un taux de pureté de 3,31 [144]. Cette méthode est également fréquemment utilisée en

combinaison avec d'autres techniques telles que l'ultrasonication [145].

111.4.1.3. Extraction chimique

Le chlorure d'ammonium a éte identifié comme un solvant efficace et peu colteux
pour I'extraction de la phycocyanine car offrant une plus grande pureté que le phosphate de
sodium [146]. En outre, le sulfate d'ammonium est utilisé pour une purification partielle,

améliorant la pureté a pres de 1 [46].

En effet, I'utilisation de solutions salines pour l'extraction (également appelée
salting-in) et la purification (également appelée salting-out) des protéines [139] semble étre

une des méthodes les plus efficaces.
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L'eau et le tampon phosphate sont des solvants couramment utilisés pour 1’ extraction
de la C-PC. Le pH optimal pour I'extraction est d'environ 7,5, ajusté a 6,0-6,5 apres

I'extraction pour des raisons de stabilité [41].

111.4.1.4. Extraction enzymatique

Le traitement au lysozyme a été utilisé pour extraire la phycocyanine de Calothrix
sp., s’en est suivie une purification a l'aide de techniques de chromatographie [147].

111.4.1.5. Extraction assistée par micro-ondes (MAE)

L'extraction assistée par micro-ondes s'est révélée plus efficace que I'extraction par
ultrasons, avec une concentration et une pureté plus élevée de la phycocyanine extraite de

Arthrospira platensis [148].

111.4.1.6. Méthodes d’extraction combinées

Des méthodes innovantes combinant les ultrasons et des solutions salines (sulfate
d'ammonium) ont été développées pour rationaliser le processus d'extraction et de
purification, permettant d'obtenir des degrés de pureté élevés directement a partir de la
biomasse fraiche [149]. Ces méthodes et conditions (Figure 1.7) garantissent une extraction
efficace et une grande pureté de la phycocyanine, ce qui permet de l'utiliser pour diverses

applications commerciales.

Cependant, il s'agit d’une molécule colteuse et compliquée a extraire. Apres
extraction et en cas de contamination bactérienne, cette molécule se dégrade trés rapidement.
Sous forme liquide, dans I’eau, cette molécule doit étre extraite dans des conditions stériles
et de preférence conditionnée en mono-doses (par exemple des ampoulesen verre) car

aprés ouverture le milieu n’étant plus stérile. La phycocyanine est détruite[34 ; 131].

Thése De Doctorat



Chap. 1 : Partie bibliographique 27

Sélection d’ une bonne souche de

cyanobacterie

_______________________ |

====% Culture /
. . | Conditions optimales de
_____________ 1
b ! Culture

Production d’une biomasse algale |  ~=-=-""-7mmmmmmmmmees

_____________________

et accumulation de phycocyanine

A 2
Récolte et égouttage
1', Pl Tt T =
LT | Techniques de séchage !
! >ch - g ]
L___S_e&_: _a??__,'- : (Lyophilisation, ...) !
' I

v N /
CTTTTTTTITITTIIITTY, Désintéeration cellulaire, ! . : !
' Ultrasons, Congélation | & : Extraction par solvant )
| extraction et isolement de la _ . : : I
: Jdécongélation, ... - *- (exemple solution saline, |
S LSS / phycocyanine . sulfate dammonium) |
Y i

|

\ J

________________

________________

# A
Méthodes de \l i L e kbbbl \
i Purification et caractérisation | Méthode de caractérisation |
purification ---p o --! |
| des phycocyanine I SDS PAGE.... !
(chromatographie, | N e

I

¢lectrophorese) ) l
% Fd

Phycocyanine d’une pureté tres

élevée

Figure 1.7 : Processus d’extraction et de purification de la phycocyanine [31 ; 45] modifié.

Thése De Doctorat

—_——— =



Chap. 1 : Partie bibliographique 28

111.4.2. Purification de la phycocyanine

Pour les applications industrielles, biomédicales et pharmaceutiques, de la
Phycocyanine pure doit étre utilisée. Une séquence d’étapes comprenant la précipitation, la
dialyse, techniques chromatographiques sont couramment appliquées méme si elles
présentent certains inconvenients, notamment un codt élevé, un traitement de longue durée,

un faible rendement et un durcissement [150].

La qualité de la phycocyanine est mesurée par I'indice de pureté qui décrit le rapport
entre I'absorbance de la phycocyanobiline a 620 nm et celle de toutes les protéines de
I'échantillon a 280 nm a l'aide d'un spectrométre UV [151]. Les phycocyanines dont l'indice
de pureté est de 0,7 ; 3,9, et supérieur a 4,0 sont considérées comme étant de qualité
alimentaire, de qualité réactive et de qualité analytique, respectivement [120 ; 130]. Les
fractions qui manifestent une pureté supérieure a 4 sont considérées comme tres pures [122 ;
152].

Récemment, certaines études ont suggéré l'utilisation de solutions salines comme
solvant (Figure 1.7) pour augmenter le degré de pureté des C-PC [31 ; 146 ; 153].

La précipitation de la phycocyanine avec une solution saturée de sulfate d'ammonium
(Figure 1.7) est une étape de purification primaire [130] et est couramment utilisée comme
premiere étape dans la purification des protéines. L'extraction de précieux composants actifs
(par exemple, la phycocyanine) avec une grande pureté est encore codteuse [154]. C'est
pourquoi il est nécessaire de développer des méthodes efficaces et économiques (peu
colteuses) pour la purification des protéines qui contribuent a la pureté élevée et au
rendement de récupération de la phycocyanine présentant diverses caractéristiques et

activités biologiques.

111.5. Stabilité de la phycocyanine

La phycocyanine est sensible a divers facteurs environnementaux tel le pH, la

température et la lumiére, qui affectent considérablement sa stabilite.

Ainsi, sous sa forme aqueuse, elle se dégrade rapidement en cas de contamination
bactérienne et doit donc étre conservée par différentes techniques. Toutefois, il est connu
gu'en milieu aqueux, la stérilisation par la chaleur ou les ultraviolets dégrade la

phycocyanine et elle perd toute son efficacite aprés ouverture du conditionnement,

Thése De Doctorat



Chap. 1 : Partie bibliographique 29

impliquant de ce fait un conditionnement en monodose [131].

111.5.1. Le pH

La phycocyanine présente une stabilité maximale a un pH allant de la neutralité a une
Iégere acidité, soit entre7 et 5. Le pH optimal pour la stabilité se situe autour de 5,5-6,0 [32 ;
155 ; 156]. A des niveaux de pH inférieurs & 4 ou supérieurs a 7, la stabilité diminue de

maniéere significative [157 ; 158].

[11.5.2. Température

La phycocyanine est stable a des températures allant jusqu'a 45°C. Cependant, sa
stabilité diminue rapidement a des températures plus élevées, une dégradation significative
étant observée a des températures supérieures a 60°C [32 ; 155 ; 156 ; 159]. La dégradation
suit un modele cinétique de premier ordre, les températures plus élevées accélérant le taux
de dégradation [155 ; 160].

111.5.3. La lumiere

L'exposition a la lumiére peut également dégrader la phycocyanine. La phycocyanine
reste plus stable dans I'obscurité [156 ; 157 ; 161].

111.5.4. Agents stabilisateurs

L'ajout de sucres tels que le glucose, le saccharose et le fructose peut améliorer la
stabilité de la phycocyanine. Par exemple, 20 a 40 % de glucose ou de saccharose peuvent

maintenir la stabilité a des températures plus élevées [32 ; 157].

Le chlorure de sodium est un stabilisateur efficace, qui maintient la stabilité de la

phycocyanine a un pH neutre et & de faibles concentrations [32 ; 156 ; 159].

Les techniques d'encapsulation utilisant des matériaux tels que I'alginate, le chitosane
et I'isolat de protéines de lactosérum peuvent améliorer de maniere significative la stabilité

de la phycocyanine dans diverses conditions.

111.6. Propriétés structurantes des protéines

Les proteines forment et gérent la constitution structurelle de la majorité des aliments.
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Les structures d’autres aliments sont habituellement stabilisées par les polysaccharides et

des protéines alimentaires [162].

Les fonctions structurantes d’une protéine doivent assurer la formation de la structure
nécessaire, la texture et les propriétés technologique d’un aliment. Elle détermine la
possibilité de varier la composition, les propriétés physico-chimiques, organoleptiques et
autres qualités d’un aliment formulé. Pour qu’un additif alimentaire protéique soit efficace
il doit avoir de bonnes propriétes fonctionnelles. Généralement cela signifie que la protéine

est soluble et posséde de bonnes propriétés émulsifiantes, moussantes et gélifiantes [162].
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CHAPITRE 2
MATERIEL ET METHODES

I.  Matériel biologique

Dans notre partie experimentale, La cyanobactérie utilisée est une souche originaire
de I’Algérie, Tamanrasset. Connue sous le nom commun de Spirulina Htam. Deux formes

de cette souche ont été utilisées. La forme séchée et la forme fraiche en culture.

La spiruline fraiche, cultivée sur le milieu Zarrouk a été utilisée pour son

identification genétique.

La forme séchée, cultivée dans milieu Hiri (Appendice A) a été utilisée pour la
caractérisation biochimique, I’optimisation de 1’extraction de sa protéine majoritaire et

I’extraction de la C-PC pour sa caractérisation structurante.

Il. Caractérisation génomique de la cyanobactérie de Tamanrasset et des bactéries
associées a sa culture

I1.L1. Isolement de la cyanobactérie

La souche de cyanobactérie utilisée a été obtenue de la ferme de culture du Dr. Hiri.
Elle a été isolée pour la premiére fois en 2004 d'une « guelta » située dans la région de
Taguemart prés du massif cristallin du Hoggar, Tamanrasset, Algérie (22°58'35" N
5°25'17"E) (Figure 2.1). Les gueltas, qui constituent I'une des principales caractéristiques du
Hoggar (également appelé « Aguelmane »), sont de vastes puits profonds alimentés par les
eaux de ruissellement (les précipitations sont rares et irréguliéres) et les réserves souterraines
stockées dans des roches perméables et poreuses (grés ou roches volcaniques). Ce sont des

sols carbonatés (calcimagnésiens) pauvres en matiere organique et salino-alcalins.
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Figure 2.1. Cartographie du site d'isolement de la spiruline Limnospira sp AlgLouSall [163]

I11.2. Conditions de culture de la cyanobactérie

Des cultures de la souche de la spiruline isolée ont été maintenues dans des flacons
de culture cellulaire de 250ml (Type Greiner) contenant 100 ml du milieu de culture Zarrouk

sous une atmosphére ambiante normale (Figure 2.2.).
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Les cultures ont été maintenues a 25°C, sous agitation (128 rpm) et lumiere continue.

Le milieu Zarrouk utilisé est un milieu de référence pour la culture de la spiruline

[73] et sa composition détaillée est donnée en (Appendice B).
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Figure 2.2. Cultures de la souche de la spiruline (Photo originale)

Lors de la réalisation des expérimentations et apres plusieurs extractions et
séquengage de I’ADN, la qualité des acides nucléiques a toujours été mauvaise, nous avons
opté donc pour 1’étude de la stérilité de la culture puis I’identification génétique des bactéries

associées a la culture, ou contaminants, de la cyanobactérie de Tamanrasset.

11.3. Isolement et purification des bactéries associées a la culture de la Limnospira sp.
AlgLouSall

Un aliquote de 100ul de la culture de spiruline a été prélevé et additionné a 900ul de
solution saline stérilisée (contenant 0.85% NaCl). Des dilutions décimales ont été prépareés.
Puis, 100ul de chaque dilution ont été étalé en boite de Pétri sur 2 milieux solides : le milieu
Lysogeny broth (LB) ; et le milieu Zarrouk + 10% LB (ZLB). Une incubation de 5 a 10 jours
a été réalisé a 30°C. En se basant sur I’aspect morphologique des colonies, quatre types de
colonies ont été isolés. Le nombre d’unités formant les colonies (ufc) sur trois dilutions

successives ont €t¢ compté et ont fait I’objet d’'une moyenne.
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La purification des contaminants a été faite sur milieux Lysogeny broth et Zarrouk-
Lysogeny broth.

Des culture liquides pures ont été ainsi préparé dans un bouillon ZLB dans des

flacons de culture cellulaire de 40 ml (Type Greiner).

I1.4. Extraction de I'ADN

L’extraction de I’ADN de I’Arthrospira et ceux des quatre bactéries associées a sa
culture a été faite a partir de cellules récoltées au début de la phase de croissance
exponentielle (D.O. = 0.8 a 1). Les cellules ont été collectées apres centrifugation de 6 ml
de culture liquid (10 min, 8000 x g).

L’ADN a été extrait selon le protocole proposé par Morin et ses collaborateurs [164].

Les procédures d'extraction ont été répétées 3 fois.

Les cellules ont été mises en suspension dans 0,5 ml de 0,15M NaCl et 0,1 M de
EDTA, et versées dans des flacons cryogéniques de 2 ml. Trois cycles de congélation
décongélation, alternant congélation dans I'azote liquide et décongélation a 37 °C dans un
bain-marie, ont été utilisés pour endommager les parois cellulaires et les faire éclater pour
optimiser la lyse enzymatique ultérieure. Les cellules ont été collectées par centrifugation
(10 min, 8000 rpm), remises en suspension dans 0,5 ml de tampon TE (10 mM Tris, 1 mM
EDTA, avec pH = 8.0) puis transférées dans de nouveaux tubes de 2 ml pour la lyse
enzymatique des parois cellulaires avec 100 pl de 50 mg/ ml de lysozyme pendant 30min a
37°C. Ensuite, les protéines ont été dégradées avec 5 pl de 50 mg/ml de protéinase K et dans

une concentration finale a 2 % de SDS, pendant 1 heure a 37 °C.

Les polysaccharides, les protéines et les débris de la paroi cellulaire ont ensuite été
éliminés par precipitation sélective avec du CTAB en présence de NaCl : 150 ul de NaCl a
5 M ont été ajoutés aux tubes, suivis de 0,1 volume d'une solution mere de CTAB a 10 %.

Les échantillons ont été doucement mélangés par inversion, puis incubés a 65 °C
pendant 10 min pour optimiser la formation de complexes CTAB-protéines et
polysaccharides. La purification des acides nucléiques a été réalisée par extraction dans 1

volume de chloroforme : alcool isoamylique (24 : 1).

Les tubes ont été placés dans un bain d'acide pendant 30 minutes pour permettre la

précipitation des complexes CTAB avant d'étre centrifugés (10 minutes, 8000 rpm).
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Le surnageant a été transféré dans un nouveau tube, mélangé doucement avec 0,6
volume d'isopropanol jusqu'a ce que I'ADN preécipite. Les culots d'ADN ont été récupérés
par centrifugation (10 min, 4 °C, 15 000 rpm) et lavés avec 1 ml d'éthanol 70 % glacé pour
éliminer tout sel résiduel. Aprés une derniére centrifugation (5 min, 4 °C, 15 000 rpm), le
surnageant a été éliminé et les culots ont été récupérés avant d'étre remis en suspension dans
100 pl de tampon TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0). Les échantillons ont été traités
avec 1 pl d'/ARNse (10 mg/ml) pendant 1 h a 37 °C

La quantité et la pureté ont, par la suite, été déterminées par spectrophotométrie. Les

ADN ainsi extraits, ont été stockés a —20 °C avant d’étre utilisé.

L’extraction de I’ADN des contaminants, ou bactéries associées a la culture de la
souche de spiruline, a été faite en utilisant le kit Wizard® Genomic DNA purification Kit (A
1125). En effet, 3ml d’une culture liquide de chaque contaminant, ont été centrifugés (2 min,
14100 rpm) pour récupérer les cellules puis I’extraction a était faite conformément aux

instructions du fabricant (https://worldwide.promega.com/resources/protocols/technical-

manuals/0/wizard-genomic-dna-purification-kit-protocol/).

I1.5.  Amplification en chaine par polymérase (PCR)

11.5.1. Amplification par PCR du gene de I'ARNr 16S chez Limnospira sp, et séguences

d'espacement intergénique (ITS) entre le géne de I'ARNr 16S et le géne de I'ARNr 23s.

Des réactions d’amplification en chaine par polymérase (PCR) ont été réalisées pour
larégion de I'ARNTr 16S et pour les deux clusters (CI I R et Cl |1 R) et les quatre sous-clusters
(CLISUBAR;CLISUBBR;CLIISUBAFetCL Il SUB B F) caractérisant les

variations ITS des especes d'Arthrospira / Limnospira (tableau 2.1).

Dans un volume total de 50 pl, 1 pl d'extrait d'ADN a été ajouté a 1 pl d'amorce
Forward, 1 pl d'amorce R, 1 pl de dNTPs 0,2 mM, 1 pl de Dream Taq polymérase (5SM/pl),
5 ul de PCR Bufer, 5 pl de BSA (1mg/ml), et 35 ul d'eau milli-Q.

Le programme de cyclage final appliqué pour I'amplification de I'ADNr 16S (Figure
2.3.), utilisant 16S3' F et 23S5' R, a éte fait selon Sheldman [9].
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Figure 2.3. : Programme de cyclage final appliqué pour I'amplification de I’ARNr 168, utilisant

16S3' F et 23S5' R.
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Les programmes PCR pour les clusters et les subclusters ont été sélectionnés

conformément aux protocoles décrits dans Bourain et al. [10].
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Tableau 2.1 : Liste des amorces PCR, orientation et sequences de nucléotides (sens 5' a 3')

[10].

Amorce
CLI

cLi
CLISUBA
CLISUBB
CLIISUBA
CLIISUBB
16S3° F

Long 23S5° R

Orientation

Reverse

Reverse

Reverse

Reverse

Forward

Forward

Forward

Reverse

Sequence

CAG-TCA-CCA-ACT-CTC-AAT-TTC-TCA-A

CTC-ACC-CCA-ACT-AGC-ACC-ATC-ACA-A

CTC-ACC-CCA-ACT-AGC-ACC-TAA-TTC-T

CTC-ACC-CCA-ACT-AGC-ACC-TAA-TTA-A

AGT-TGG-GGT-GAG-ATG-AGA-TGA-GAT-G

AGT-TGG-GGT-GAG-ATG-AGA-TGA-GGT-T

TGY-GGC-TGG-ATC-ACC-TCC-TT

TCT-GTG-TGC-CTA-GGT-ATC-CAC-CGT-T

11.5.2. PCR pour les génes de I'ADNr 16S des contaminants.

Dans le cadre de notre travail de recherche, le thermocycleur GenAmp PCR system

9700 (Applied Biosystems) a été utilisé pour les réactions PCR dans un volume réactionnel

de 50ul sur des quantités de matrice de 1pl.

Le mélange réactionnel contenait : 1 pl d'extraction d'/ADN, 2 ul d'amorce F, 2 pl
d'amorce R, 2 ul de dNTPs 10mM, 0,5 ul de Dream Taq (5M/ul), 5 ul de Buffer 10x et 37,5

ul d'eau milli-Q.

Des amorces universelles d’eubactéries 8 F et 1492 R ont été utilisées.

11.5.3. Quantification et détermination de la pureté de I'ADN

Afin de pouvoir mesurer la concentration de I’ADN extrait et son degré de pureté, un

NanoDrop 2000 « Thermo Scientific » a été utilisé (Figure 2.4).

La pureté d’un échantillon d’ADN est définie par les ratios 260/280 et 260/230 [165].

Cette opération est suivie d’une analyse par électrophorése.
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Figure 2.4 : Photographie du NanoDrop utilisé (Photo originale)

11.5.4. Analyse de ’ADN par électrophoreése.

Les produits de la PCR ont été visualisés par la suite avec electrophorese sur gel

d’agarose (1% agarose avec ethidium bromide a 100 V durant 1h30 min).

Cing ul d ’ADN isolé ont été chargé sur le gel ainsi qu’un marqueur approprié
(100pb).

L’observation des gels a été faite a I’aide d’un Biorad Gel Doc XR+ Imaging System
(Figure 2.5).
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Figure 2.5 : Photographie montrant la migration sur gel électrophorése (a) et le
bio-rad de lecture des gels (b) (Photo originale)

11.6. Purification des produits de la PCR

Les produits de la PCR sont déposés sur gel d’agarose avant que 1’électrophorese soit

réalisée.

Les bandes du fragment d'ADN d’intérét ont été excisées des gels sur un
transilluminateur UV (Figure 2.6), et 'ADN a été extrait par centrifugation et traité a l'aide
du Wizard® SV Gel et PCR Clean-Up System (A9282) conformément aux instructions du
fabricant

(https://worldwide.promega.com/resources/protocols/technicalbulletins/101/wizard-sv-gel-

and-pcr-cleanup-system-protocol/ ).
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Figure 2.6 : Photographie de 1’électrophorése de purification (Photo originale)
Le séquencage a été fait selon la méthode Sanger par le laboratoire MacroGen.

11.7. Séquencage du génome entier, annotation et analyse phylogénomique

Le séquencage Illumina a été réalisé sur la plateforme Illumina HiSeq 2500 a I'aide
d'un séquencage a extrémités appariées (BaseClear, Leiden, Pays-Bas). Les reads traités ont
été assemblés de novo a l'aide de Spades v3.15.5 [166] avec le drapeau meta. L'assemblage
a été regroupé avec MetaBinner [167] et les différents regroupements ont été évalués avec
CheckM v1.2.1 [168] et GTDB-Tk v2.1.1 [169].

Les contigs dans le bin de Limnospira sp. AlgLouSall ont été réordonnés sur la base
du génome de Limnospira fusiformis KNO1 (GCF_014489865.2) pour étre enfin disponibles
dans la NCBI Sequence Read Archive sous le numéro d'acces PRINA926371.

La phylogénie a été construite avec PhyloPhlAn v3.0 en utilisant le pipeline
supermatrix et Planktothrix tepida PCC 9214 comme outgroup [170].

Le génome de Limnospira sp. AlgLouSall a été annoté avec Prokka 1.14.6 [171] et
les séquences CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) ont été
prédites a l'aide de CRISPRCasTyper 1.8.0 [172].

Les régions prophages ont été identifiées a l'aide de I'outil PHASTER [173] sachant
que AntiSMASH a été utilisé pour examiner la présence de groupes de genes de biosynthese

de métabolites secondaires [174].
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II. Caractérisation de la cyanobactérie Limnospira sp. AlgLouSall

I11.1. Caractérisation microscopigue

Une simple observation sous un microscope optique a I’objectif 40 (Gx400) de la

souche de la cyanobactérie fraiche sujet d’étude, a été réalisé.

111.2. Caractérisation biochimique et physico-chimique

Afin d’évaluer la composition biochimique de la souche de spiruline Limnospira
sp. AlgLouSall, nous avons considéré la spiruline séchée cultivée sur le milieu Hiri en
poudre, conditionnée dans des sachets de 25g. La spiruline a été achetée de chez le Docteur
HIRI qui produit cette microalgue dans des bassins de culture a Tamanrasset puis récoltée,

et séchée dans un séchoir solaire, a I’ombre et a température ambiante.

Pour chaque parametre trois répétitions ont été effectuées. D’autres répétitions ont
¢été menée dans le cas ou les résultats des analyses statistiques montrent la nécessité d’essais

supplémentaires.

111.2.1. Détermination de la teneur en humidité

La détermination de la teneur en humidité (ou en eau) a été faite par dessiccation
a103+2° C, selon la norme (NF V 04-282/ 1SO 5534), dans une étuve ventilée, a la pression

atmosphérique jusqu'a stabilité du poids.

La teneur en eau est égale a la perte de masse subite dans ces conditions (équation
2.1).

P1-P2

H (%) = P1-PO

x 100 Equation (2.1)
H (%) : taux d’humidité, exprimé en pourcentage (%) en masse ;
PO : masse, en grammes, de la capsule vide ;

P1 : masse, en grammes, de la capsule et de la prise d’essai ;
P2 : masse, en grammes, de la capsule et le résidu sec.

111.2.2. Détermination de la teneur en matiere grasse

Le dosage de la matiére grasse a eté réalisé apres une extraction a chaud de la matiére
grasse par entrainement avec 1’hexane dans un extracteur Soxhlet a partir de la poudre de

spiruline, suivi d’une concentration dans 1’évaporateur rotatif.
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Les résultats, exprimeés en pourcentage du poids de gras par rapport au poids initial,
sont donnés par I’¢quation (2.2) noté ci-dessous.

B1-B0

MG (%) - Pe

X 100 Equation (2.2)

Avec :

MG (%) : Taux de la matiere grasse, exprimé en pourcentage (%) en masse ;
B1 : Masse, en grammes, du ballon plein (aprés extraction) ;

B0 : Masse, en grammes, du ballon vide ;

Pe : Masse, en grammes, de la prise d’essai initiale.

111.2.3. Détermination de la teneur en protéines

Le principe de ce dosage consiste en la transformation de 1’azote organique
contenu dans I’échantillon en azote minéral puis le titrage de ’ammoniaque par un dosage

acido-basique.

La méthode de Kjeldahl passe par 3 étapes principales a savoir la minéralisation, la
distillation et le titrage.

Le titrage a été effectué aussi rapidement apreés la distillation par une solution

d'acide chlorhydrique (HCL) 0,25 N jusqu'a persistance du point de virage.

Les résultats sont donnés par 1’équation (2.3).

(V1-V2)xC x1.4

P (%) = X 6.25 Equation (2.3)

Ou:

P : Le taux de protéine, en pourcentage.

C : concentration de 1’acide chlorhydrique (0.25N).

V1 : volume de titrage en ml.

V2 : volume de titrage de I’essai @ blanc en ml.m : masse de la prise d’essai de
I’échantillon.

1,4 : masse atomique de 1’azote.

6,25 : est le facteur de conversion de la protéine
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111.2.4. Détermination de la teneur en sucres totaux

La méthode de Dubois [175], utilisée, permet de doser les oses et les hexoses en
utilisant le phénol et I’acide sulfurique concentré. En présence de ces deux réactifs, les oses
donnent une couleur jaune-orange dont I’intensité est proportionnelle a la concentration des

glucides.

La lecture des densités optiques a 490 nm contre un blanc a été effectuée dans un
lecteur microplaque Multi Scan GO.

Les résultats sont obtenus en se référant a une courbe d’étalonnage (Appendice C).

111.2.5. Détermination de la teneur en fibres

La teneur en fibres alimentaires a été déterminée a 1’aide de la méthode décrite par
Van-Soest (1963) (figure 2.7) [176]. Ainsi, la teneur en fibres, ou neutral détergent fiber

(NDF), est calculée par 1’équation suivante :

Poids du résidu (Portion Insoluble)

NDF (%) =

x 100 Equation (2.4)

Poids de la matiére séche
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Solution NDS
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Figure 2.7. Procédure de dosage des fibres [176].

111.2.6. Détermination de la teneur en amidon

La méthode utilisée comprend une double détermination. Dans la premiére,
I’échantillon est traité a chaud par 1’acide chlorhydrique dilué. Apres défécation et filtration,
on mesure par polarimétrie le pouvoir rotatoire de la solution, en se référant a la méthode
1999/79/CEE.

Dans la seconde, I’échantillon est extrait a I’éthanol (40%). Apres acidification du
filtrat par I’acide chlorhydrique, défécation et filtration, on mesure le pouvoir rotatoire dans

les mémes conditions que lors de la premiere détermination.

La différence entre les deux déterminations, multipliée par un facteur connu

(équation 2.5) donne la teneur en amidon de 1’échantillon.

2000 (P—PO)

A (%) = [a]2”

Equation (2.5)

Thése de Doctorat



Chap. 2 : Matériel et méthodes 45

Ou:
P : Pouvoir rotatoire optique total en degré d’angle.
P’ : Pouvoir rotatoire optique en degré d’angle des substances solubles dans 1’éthanol.

[a]2® : Pouvoir rotatoire spécifique de 1’amidon pur (+184°).

111.2.7. VValeur énergétigue

L’¢énergie métabolisable (EM) peut étre facilement calculée, selon la méthode
MO.CPH-86, apres que les différents dosages préceédents, et ce en appliquant

I’équation 2.6.
EM (Kcal/100g) = (P (%).4) + (MG (%).9) + (G (%).4) (Equation 2.6)

111.2.8. Détermination du taux de la matiére minérale

Les matieres minérales sont obtenues par incinération des échantillons a 550 C°,
selon AOAC 939.03. Les résultats s’expriment en pourcentage en masse (€quation 2.7).

MM (%) = @ %X 100 (Equation 2.7)

Ou :

MM (%) : Taux de minéraux, exprimé en pourcentage (%) en masse ;

Pp : Poids, en grammes, du creuset et de la prise d’essai, apres incinération ;
Pv : Masse, en grammes, du creuset vide ;

Pe : Poids, en grammes, de la prise d’essai

111.2.9. Dosage des minéraux et des métaux lourds

111.2.9.1. Dosage des métaux lourds et certains oligoéléments

Le dosage des metaux lourds : Mercure (Hg), Cadmium (Cd), Plomb (Pb), Arsenic
(As) ; et le dosage de certains éléments minéraux tels le Sodium (Na) et le Magnésium
(Mg) et des oligo-éléments Fer (Fe) et Zinc (Zn), a été effectué par spectroscopie

d’absorption atomique a flamme (SAAF) « Shimadzu ».

Pour chaque métal, une gamme d’étalons a différentes concentrations a été

préparée a partir d'une solution mére de 1000 ppm.

Aprés une incinération des échantillons a 550°C, une préparation de solutions a été
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effectuée avec de 1’acide chlorhydrique concentré et 1’acide fluorhydrique [177]. Cette
préparation a aussi été réalisé pour le dosage du phosphore et du Calcium.

La lecture des échantillons s’est effectuée dans les mémes conditions analytiques
utilisées pour I’établissement des courbes d’étalonnage. La concentration de 1’échantillon

est directement lue sur les courbes respectives.

111.2.9.2. Dosage du phosphore total

Pour le dosage du phosphore total, une méthode spectrophotométrique a été
utilisée (NA 657/1SO 6491 :1998E). Le principe consiste tout d’abord a la minéralisation
d’une prise d’essai par voie séche et mise en solution dans 1’acide chlorhydrique
concentré (aliment organique) ; un traitement de la solution par le réactif
vanadomolybdique est suivie d’une lecture de I’absorbance de la solution jaunatre

obtenue a 430nm.

Les résultats sont obtenus par application de I’équation 2.8.

__50.f1.f2. Wpc.V
- m

Wp (Equation 2.8)

Ou:
f1 : est le facteur de dilution réciproque pour la portion aliquote
2 : est le facteur de correction des unités, en grammes par milligramme (f2 = 10-3
g/mg);
wpc : est la teneur en phosphore, en microgrammes par millilitre, de la portion aliquote
diluée de la solution d'essali, lue sur la courbe d'étalonnage
V : est le volume, en millilitres, de chacune des solutions d'étalonnage (V = 10 ml);

m : est la masse, en grammes, de la prise d'essai.

111.2.9.3. Dosage du Calcium

La méthode de dosage du calcium est une méthode complexiométrique a ’EDTA

[178].

En effet, le sel bisodique de I’acide éthyléne diamine tétra acétique (EDTA)
forme des complexes avec les métaux bi- et trivalents. Il donne avec 1’ion Ca?* un

complexe tres instable en milieu alcalin. Le titrage se fait en présence d’un indicateur le
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murexide qui fait virer la solution du rose en violet a la fin du titrage.

Comme la plupart de ces cations sont ainsi complexés dans la méme condition,
il est nécessaire de les éliminer du milieu réactionnel par le triéthanolamine. Les résultats

sont obtenus par application de I’équation 2.9.
Ca0 (%) = VCaO (ml) x 5.608 (Equation 2.9)

Avec :
VCaO =V1-V2
V1 : nombre ml pour la solution ;

V2 : Nombre ml pour les réactifs.

111.3. Analyse phytochimigue

111.3.1. Dosage des pigments chlorophylliens

Les pigments chlorophylliens, a savoir la chlorophylle a (Chla) et la chlorpphylle
b (Chlb), ont été déterminés selon la méthode décrite par EI- Sheekh et Fathy, (2009).
Aprés une extraction dans I’acétone a 90% ; les surnageants (Figure 2.8) obtenus apres
centrifugation a 4000 (xg) pendant 10 minutes ; ont été utilisés pour déterminer la
concentration en chlorophylle a et b par lecture des absorbances a 649nm et 664 nm)
[45 ; 179].

Figure 2.8. : Photographie des surnageants obtenus utilisés pour la détermination de la teneur
en pigments (Chla et Chlb) (Photo originale).
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Le contenu en (mg/g) de chaque pigment a été calculé avec les équations 2.10 et 2.11

[180].
Chla (mg/g) = (13.75 - Asesa) — (5.19 - Asag) (Equation 2.10)
Chlp (mg/g) = (27.43 - Aeag) — (8.12 - Ages) (Equation 2.11)

111.3.2. Dosage des phycobiliprotéines

Le dosage des différentes phycobiliprotéines de la Limnospira sp. AlgLouSall, a
savoir I’ Allophycocyanine (APC), la Phycoerythrine (PE) et la C-Phycocyanine (C-PC),
a été effectué selon la méthode décrite par Bennett et Bogorad [181]. La densité optique
des surnageant est lue a 562nm, 615nm, 620nm et 652nm [129 ; 181].

Le contenu de chaque composante a été mesure en utilisant différentes équations (2.12-
2.14).

[A-PC] (mg/g) = [Aes2 — (0.208 - Ae15)]/5.09 DIL/C (Equation 2.12)
[PE1(mglg) = [[Ase2 — (2.41-C — PC) — (0.849 - AP(C)]/9.62] - DIL / C (Equation 2.13)
[C- PC] (mg/g) = [A620 — (0.474 - A652)]/5.34 - DIL/C (Equation 2.14)

La teneur en phycocyanine brute, a été déterminer par mesure de la densité optique
des surnageants obtenus apres centrifugation des solutions a 4 g de spiruline dans 100 mL
d’eau distillée [64]. L’équation, 2.15 a été utilisée pour estimer la teneur en Phycocyanine
brute (PC):

PC (%) = 1.873 - [4615 — (0.474 - A652)] - DIL/C (Equation 2.15)

Oou:
DIL : Facteur de dilution

C : Le % de la poudre de spiruline utilisé, soit 4%.

111.4. Etude statistique

Le logiciel " IBM SPSS Statistics version 25 " (SPSS Version 25, Spss Inc.
Chicago, Illinois, USA, 2017) a été utilisé pour les analyses statistiques. Une statistique
descriptive a été appliquée pour mesurer la moyenne et I'écart-type de toutes les teneurs

en minéraux, métaux lourds et composition générale de la spiruline étudiée.
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IV. Optimisation de 1’extraction de la phycocyanine

IV.1. Optimisation des conditions d’extraction de la C-phycocyanine de la Limnospira sp.
ALgLouSall, par solutions salines.

L’extraction par solutions salines a été testée en association avec d’autres facteurs
pour pouvoir déterminer les meilleures conditions d’extraction de la C-PC a partir de la

cyanobactérie de Tamanrasset.

Comme facteurs d’entrée nous avons choisi certains facteurs pouvant avoir un effet
sur les réponses tels la concentration initiale de spiruline, le temps d’extraction, la
température d’extraction. La réponse étudiée est le rendement d’extraction, exprimé en la

concentration en C-PC extraite.

La méthode utilisée est celle de I’optimisation par planification par méthodologie de
réponse en surface (Response Surface Methodology) (RSM) pour pouvoir optimiser

I’extraction de la phycocyanine.

IV.1.1. Facteurs de variations sur le rendement d’extraction de la C-phycocyanine

Le choix des facteurs essentiels testés pour avoir une concentration maximale en
phycocyanine dans I’extrait a partir de la Limnospira sp. AlgLouSall, ont été choisis sur la
base d’une étude bibliographique. La concentration des solutions salines utilisés a été fixeée,
en choisissant un sel moins couteux et non dangereux (Pas de résidus toxiques) et aussi en
se basant sur les travaux ayant utilisés autres sels a différentes concentrations pour

I’extraction de la C-PC a partir de cyanobactéries [47].

Au total, quatre facteurs (facteur k = 4), (tableau 2.2) ont étaient choisis pour cette
étude. Chaque variable représentant deux niveaux, un maximum (+) et un minimum (-)
(tableau 2.2). L'analyse statistique des résultats a été réalisée a l'aide d'un logiciel de
conception statistique Design-Expert 11.01. Les niveaux des paramétres évalués sont

regroupes dans le tableau ci-dessous.
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Tableau 2.2 : Facteurs, avec leurs niveaux, utilisés pour 1’optimisation de I’extraction de la
C-PC.

Code Facteur Min (-) | Max (+)
X1 Concentration initiale en Limnospira sp. AlgLouSall (%) 0.1 4

X2 Concentration de la solution saline utilisée (g.L™) 0.1 60

X3 Intensité des ultrasons (kHz) 37 80

X4 Temps de macération (h) 1 24

X1—Xa: Codes des différents facteurs sélectionnés ; Min (-): niveau bas des facteurs; Max (+): niveau haut des facteurs.

IV.1.2. Optimisation du rendement d’extraction de la C-PC par méthodologie de réponse
en surface (RSM)

Les plans de surface de réponse sont classés selon le type de plans expérimentaux

qui sont principalement utilisés a des fins de criblage et optimisation factoriel a la fois [182].

L’optimisation et la maximisation des réponses sont les principaux objectifs de la
RSM, en tenant compte des interactions ainsi que de la corrélation entre les facteurs. Pour
cela, un design RSM expérimental formulé sur la base d’un plan de composite centré

(Central Composite Design) a I’aide du logiciel Design-Expert 11.01.

Vingt-six (26) essais ont été effectué et chaque variable représentant différents
niveaux. Chaque ligne représente un essai et chaque colonne représente une variable

indépendante (tableau 2.3).

L’analyse statistique et les représentations graphiques sont réalisées par le méme

logiciel.
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Tableau 2.3 Matrice du plan composite centré de RSM.

Essali X1 X2 X3 X4
1 +1 +1 +1 +1
2 +1 -1 -1 +1
3 +1 -1 + -1
4 -1 +1 -1 -1
5 0 0 0 a
6 0 A 0 0
7 +1 +1 +1 -1
8 +1 -1 -1 -1
9 -1 -1 +1 -1
10 0 0 0 0
11 0 a 0 0
12 -1 +1 +1 +1
13 -1 +1 +1 -1
14 -1 -1 +1 +1
15 -1 +1 -1 +1
16 0 0 A 0
17 0 0 0 A
18 -1 -1 -1 +1
19 0 0 a 0
20 +1 +1 -1 -1
21 +1 +1 -1 +1
22 0 0 0 0
23 A 0 0 0
24 a 0 0 0
25 +1 -1 +1 +1
26 -1 -1 -1 -1

+1 : niveau haut du facteur ; -1 : niveau bas du facteur. 0 : point centrale ; +a (1,42); A:+a;a:-a.
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1V.2. Méthodologie de 1’extraction de la C-PC

La méthode d’extraction de la phycocyanine adoptée est 1’extraction par solutions
salines, a partir de la biomasse séche de la cyanobactérie, en se référant a la matrice du plan

composite centré (Tableau 2.3) et différents essais ont été réalisés.

Les ultrasons ont été appliqués dans un bain a ultrasons Almasonic P « Elma »,
pendant 15 minutes en mode pulsé (20 s on/off) et a I'obscurité.

Figure 2.9 : Photographie de quelques essais appliqués pour 1’optimisation de
I’extraction de la C-PC (Photo originale)

Apres le processus d’extraction, sous agitation et a 1’obscurité, les échantillons ont
été immédiatement centrifugés (12000 rpm, 20 min a 4°C) dans une centrifugeuse 3-30KS
« Sigma ». Les surnageants (Figure 2.10) ont été récupérés et analysés pour déterminer
concentration de la C-PC.

A noter que toutes ces manipulations ont été effectuées a 1’obscurité.
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Figure 2.10 : Photographie de quelques surnageants récupérés apres 1I’extraction de la
C-PC et separation de la biomasse (Photo originale)

V1.2.1. Dosage de la concentration en C-PC

La détermination de la concentration en C-phycocyanine extraite a partir de la
Limnospira sp. AlgLouSall des différents essais, a été effectuée suivant la méthode décrite
par Bennett et Bogorad, 1973 [181]. La méthode est basée sur une lecture des absorbances
des surnageants a 615 nm et 652 nm gréace a un spectrophotomeétre «UV-Visible UV — 1900

» a été utilisé.

L’équation 2.16 a été utilisée pour le calcul de la concentration en C-PC et I’équation
2.17 pour le rendement [46 ; 181]. Si nécessaire, il est possible de procéder a une dilution
1/100.

C—pPC (ﬂ) _ (A620-0.474 ( Absgs2))
5.34

— (Equation 2.16)

Ainsi, le rendement d’extraction est déduit comme suit :

__ C—PC xVolume

Rendement d'extractionc,, (%) = (Equation 2.17)

Biomasse
ou:

Volume = 100ml

Biomasse = X1 (voir Tableau 2.3, page 58)
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V. Etude des propriétés structurantes de la C-phycocyanine.

Afin d’étudier les propriétés structurantes et fonctionnelles de la C-PC, nous I’avons
extraite de la Limnospira sp. AlgLouSall avec un melange glycérol/eau (40/60). Le glycérol
est en effet, un ingrédient alimentaire (E422), trés sdr et autorisé quantum satis. Il est

également halal ayant un gout sucré et peu calorique [131].

L’extraction a été réalisée avec 80 grammes de spirulineaprés une macération de 5
jours a température ambiante (22°C £ 2°), sous agitation et a 1’obscurité. Apres ce temps,
nous avons procédé a une centrifugation (12000 rpm, 20 min a 4°C) dans une centrifugeuse

3-30KS « Sigma »; les surnageants ont été filtré a 0.22 um.

Les échantillons subis par la suite une lyophilisation, & 0.6mbar, dans un Alpha 2-4

LSChbasic « Christ », aprés une surgélation jusqu’a -31°C a I’azote liquide (figure 2.11 (b)).

La lyophilisation des extraits est une méthode particulierement utile pour conserver
des substances sensibles a la chaleur ou a I'oxydation, telle la phycocyanine, car elle permet

de préserver leur structure et leur activité biologique.

Cette phycocyanine a servi a 1’étude de certaines propriétés fonctionnelles et

structurantes, telles les propriétés émulsifiantes et rhéologiques.
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Figure 2.11 : Photographie montrant les étapes de la lyophilisation de la C-PC extraite (Photo
originale)

(a) Filtrat de phycocyanine ; (b) Surgélation par azote liquide ; (c) montage dans le lyophilisateur.

IV.1. Propriétés de surface

IV.1.1. Détermination de la surface spécifique
La détermination de la surface spécifique de la phycocyanine a été réalisée suivant

la méthode de Brunauer, Emmett et Teller (BET). L’appareil utilisé est constitué d’un

dispositif de dégazage et de I’analyseur BET (figure 2.12).

Cette méthode permet de déterminer la surface spécifique et la taille des pores de la
phycocyanine. Elle est basée sur la mesure de la quantité d’azote gaz adsorbé en fonction de

sa pression relative sous une pression atmospherique normale.
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Elle met en jeu 1’adsorption physique en multicouches du gaz sur la molécule
analysée. Le résultat est donc des isothermes de sorption connues sous la dénomination de

courbes d’adsorption et désorption.

Figure 2.12 : Photographie du BET utilisé (Photo originale)

IV.1.2. Mesure de la tension superficielle / interfaciale

Une des propriétés de surface des protéines est la propriété émulsifiante, déduite a
partir de la tension superficielle ; afin de mieux comprendre et d'optimiser les formulations
émulsifiantes et les processus industriels, cette propriété a été évaluer. La tension interfaciale
entre deux fluides non miscibles, a savoir une solution aqueuse de phycocyanine d’une part

et I’huile de table et I’air, de 1’autre part a ét¢ mesurée.

L’appareil utilisé est un tensiomeétre MiniTec, de «Teclis» instruments (figure 2.13);
qui peut déterminer la tension superficielle et interfaciale en analysant le profil d'une goutte

ou d'une bulle.

La mesure de la tension superficielle/interfaciale par cette méthode appelée méthode
de la goutte pendante est basée sur I'analyse du profil d'une goutte laplacienne. Cela signifie

que le contour de la goutte suit une forme spéciale.
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Figure 2.13 : Photographie du tensiométre utilisé (Photo originale)

IV.2. Mesure de la viscosité

La viscosité d’une solution aqueuse de phycocyanine, de concentration connue a été
mesurer, a I’aide d’un viscosimétre de type RhéolabQC de « Anton Paar » (figure 2.14). La

température de 1’analyse était fixée a quatre niveaux.

Figure 2.14 : Photographie du viscosimetre utilisé (Photo originale)
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Les résultats ont été obtenus par lecture directe sur ’afficheur du viscosimétre.

IV.3. Propriétés de structures et texture :

Les différentes propriétés de structure et de texture, ou propriétés rhéologique, de la

phycocyanine, ont été évaluées a 1’aide d’un rhéometre «Anton Paar»

Le rhéometre permet de faire la caractérisation du comportement rhéologique a 1’état

fondu de polymeres tels la phycocyanine (figure 2.15).

Figure 2.15 : Photographie montrant I’analyse des propriétés rhéologique de la phycocyanine
(Photo originale)
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CHAPITRE 3
RESULTATS ET DISCUSSION

I. Caractérisation génomique de la cyanobactérie de Tamanrasset et des bactéries

associées a sa culture

I.1. Position taxonomigue de la cyanobactérie de Tamanrasset, Limnospira sp. AlgLouSall

L'ébauche de génome d'AlgLouSall a été comparée a 21 génomes des genres
Arthrospira et Limnospira par l'intermédiaire de l'identité nucléotidique moyenne (ANI)
[153] et de PaSit4 [183] (Figure 3.1).

Cette derniere est une nouvelle méthode basée sur les fréquences des
oligonucléotides courts [183]. L'ANI et PaSit4 ont tous deux attribué la souche au genre

Limnospira, Limnospira fusiformis KNO1 étant la plus proche (99,3 %).

Corroborant les résultats de Misztak [184], les comparaisons ANI ont divisé les
génomes en deux groupes principaux. Pour PaSit4, davantage de groupes ont pu étre

observés en utilisant le seuil le plus strict (0,22).

Ces résultats positionnent I'isolat dans le genre Limnospira, ce qui est également
soutenu par l'analyse phylogénomique basée sur 400 marqueurs universels [170] (Figure
3.2).
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uncultured Arthrospira sp.
Limnospira sp. AlgLouSa11
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Limnospira indica PCC 8005**
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I imnospira fusiformis SAG 85.79
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Arthrospira platensis NIES-46
Arthrospira platensis FACHB-835
Arthrospira platensis FACHB-971
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Limnospira indica BMO1
Limnospira maxirma CS-328
Limnospira fusiformis SAG 85.79
Arthrospira sp. TJSD092
Arthrospira platensis CA1
Arthrospira platensis FACHB-439
Arthrospira platensis NIES-46
Arthrospira platensis FACHB-835
Arthrospira platensis FACHB-971
Arthrospira sp. PLMZ2
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Arthrospira platensis NIES-46
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Limnospira fusiformis KNO1
Limnospira sp. AlgLouSat1

uncultured Arthrospira sp.
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Figure 3.1 : Cohérence génomique de 22 génomes d'Arthrospira/Limnospira mesurée par I'identité

nucléotidique moyenne (FastANI ; panneau de gauche) et la fréquence des oligonucléotides courts (PaSiT4 ;

panneau de droite).* GCF_000176895.2 ** GCF_000973065.1. [163]
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Arthrospira platensis str. Paraca
Arthrospira sp. PLM2
Arthrospira sp. SH-MAG29
Arthrospira platensis NIES-46
Arthrospira platensis NIES-39
Arthrospira sp. PCC 9108

— Arthrospira platensis FACHB-835
— Arthrospira platensis FACHB-971
Arthrospira platensis YZ
Arthrospira platensis FACHB-439
_ 100 — Limnospira indica PCC 8005™*
m[l_fmnospira indica PCC 8005*

100 Arthrospira sp. 09.13F
Limnospira sp. AlgLouSa11

ol Limnospira fusiformis KNO1
Arthrospira sp. TJSD091
Arthrospira sp. TJSD092
Limnospira fusiformis SAG 85.79
Arthrospira platensis C1
uncultured Arthrospira sp.
Limnospira maxima CS-328
Limnospira indica BM01
Planktothrix tepida PCC 9214

Figure 3.2 : Arbre phylogénomique montrant les relations entre la souche AlgLouSall et les

souches des genres Arthrospira et Limnospira.

La phylogénie a été construite avec PhyloPhlAn v3.0 en utilisant le pipeline supermatrix et
Planktothrix tepida PCC 9214 comme outgroup. Les étiquettes des branches correspondent aux
valeurs de soutien bootstrap (n=100). Les deux groupes observés avec I'ANI sont colorés en
rouge et en bleu. * GCF_000176895.2 ** GCF_000973065.1. [163].

1.2. Caractéristigues générales du génome de Limnospira sp. AlgLouSall

L'ébauche du génome de Limnospira sp. AlgLouSall se compose de 364 contigs
d'une longueur totale de 5 341 162 pb et d'un contenu en GC de 44,57 % (Figure 3.3).
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Figure 3.3 : Représentation circulaire du génome de Limnospira sp. AlgLouSall. [163]

La distribution des séquences codantes (CDS) des genes de Limnospira sp.

AlgLouSall dans les COG (Figure 3.4) a montré que la majorité des CDS des genes ont des
fonctions inconnues (1024).

Les autres sont impliqués dans différentes fonctions, a savoir les mécanismes de
défense (80), la réplication, la recombinaison et la réparation (303), la biosynthese, le
transport et le catabolisme des métabolites secondaires (100), le transport et le métabolisme

des acides aminés (172), le transport et le métabolisme des lipides (70), le transport et le
métabolisme des ions inorganiques (166).
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Translation, ribosomal structure and biogenesis - J

RNA processing and modification - A

Transcription - K

Replication, recombination and repair - L

Cell cycle control, cell division, chromosome partitioning - D
Defense mechanisms - V

Signal transduction mechanisms - T

Cell wall/membrane/envelope biogenesis - M

Cell motility - N

Cytoskeleton - Z

Intracellular trafficking, secretion and vesicular transport - U
Posttranslational modification, protein turnover, chaperones - O
Energy production and conversion - C

Carbohydrate transport and metabolism - G

Amino acid transport and metabolism - E

Nucleotide transport and metabolism - F

Coenzyme transport and metabolism - H

Lipid transport and metabolis - |

Inorganic ion transport and metabolism - P

Secondary metabolites biosynthesis, transport and catabolism - Q
Function unkown - S

Not categorized |

L ‘ 1T | T T 7 ’ LI ‘ L | 1

0 200 400 600 800 1000

Figure 3.4 : Classification EQgNOG de toutes les séquences codantes du génome de Limnospira sp.
AlgLouSall [163]

De multiples opérons Cas ont été identifiés, avec deux régions CRISPR-Cas (Figure
3.5). Ce nombre est comparable a celui des autres génomes utilises dans cette étude.
L'analyse BLAST des espaceurs n'a donné aucun résultat ou a permis d'identifier d'autres

génomes d'Arthrospira/Limnospira.
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Figure 3.5. : Représentation graphique des loci CRISPR-Cas, des opérons Cas orphelins et des réseaux CRISPR orphelins.
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1.3. Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires produits par les cyanobactéries englobent une large
gamme de molécules structurellement diverses qui possédent des propriétés bioactives et

présentent un grand intérét pharmaceutique [185 ; 186].

Limnospira sp. AlgLouSall héberge dans son génome environ 100 geénes
responsables de la biosynthése, du transport et du catabolisme des métabolites secondaires.
Notamment, ces génes incluent ceux impliqués dans la synthése de la cyanobactine, des

terpenes et des lanthipeptides de classe V (Tableau 3.1).

Tableau 3.1. Génes impliqués dans les métabolites secondaires transportés par Limnospira
sp. AlgLouSall.

Contig Contig length From To Type
125 49,605 1 16,457 Cyanobactin
168 43,472 1 10,961 Terpene
338 16,901 1 16,901 Cyanobactin
361 19,948 1 19,948 Lanthipeptide class V

Limnospira sp. AlgLouSall porte des génes CDS codant pour des protéines
impliquées dans la synthese d'enzymes appartenant a la grande famille des terpénes
synthases (TPS) [187].

Les enzymes TPS jouent un réle crucial dans la biosynthése des terpénoides. Les
terpénes sont des composés organiques volatils synthetises et libérés par les microalgues et
les cyanobactéries [188]. lls ont un potentiel nutritionnel important et sont impliqués dans
une variété de processus biologiques. Les microalgues utilisent les terpénes comme
pigments, tandis qu'ils servent également de constituants de la chlorophylle, des caroténoides
et de la vitamine A [189; 190]. En outre, les terpenes produits par les cyanobactéries
exerceraient des effets allélopathiques sur le phytoplancton, influencant la croissance et le
développement d'autres organismes dans leur environnement [191]. Par exemple, un extrait
de Limnospira (Arthrospira platensis) contenant des terpenes a des propriétés antifongiques

et antioxydantes [192].

La compréhension des voies génétiques et biochimiques impliquées dans la
synthese des terpenes améliore notre connaissance de ces composés et de leurs applications
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potentielles dans divers domaines. En effet, plusieurs études ont démontré une relation entre
la lumiére et la synthese des terpénes [193]. De plus, la viscosité du milieu de culture de

Limnospira (A. platensis) peut étre modifiée par les terpenes [194].

Plus de 100 cyanobactines naturelles sont connues et d'autres cyanobactines sont
apparues grace a des methodes génétiques [195]. Elles sont présentes dans les cyanobactéries
terrestres d'eau douce [196] et dans les aliments [195]. Une étude comparative entre ces
cyanobactines et celles de la Limnospira sp. AlgLouSall peut étre menée pour voir s’il s agit

d’une éventuelle nouvelle cyanobactine.

En outre, des CDSs cryptiques de cyanobactine ont été trouvés dans les génomes
d'A. platensis NIES-39 et de la souche Paraca, et sont communs dans les genres Oscillatoria,

Arthrospira et Microcystis [195].

Ces molécules bioactives aux activités biologiques diverses ont des propriétés
médicinales [186 ; 197]. Les cyanobactines sont un groupe de composés qui englobent des
peptides cycliques [198 ; 199] et linéaires [200]. Ces peptides subissent des modifications
post-traductionnelles facilitées par diverses enzymes biosynthétiques, ce qui conduit a une
gamme variée de composés structurellement et chimiquement distincts [201; 202]. Le
processus responsable de la formation des cyanobactines est connu sous le nom
d'hétérocyclisation, qui est catalysée par des hétérocyclases de type PatD. Cette réaction
enzymatique repose sur le magnésium comme cofacteur, qui est généralement présent dans

le milieu de culture de Limnospira [203].

En outre, il a été constaté que le zinc jouait un role structurel dans certaines
hétérocyclases a cyanobactine [204; 205]. Ainsi, la présence d'une séquence de
reconnaissance peptidique spécifique est cruciale pour le bon fonctionnement de ces

enzymes [206].

L'identification de nouveaux groupes de génes permettra de découvrir de nouvelles
activités enzymatiques et facilitera potentiellement la production in vitro de cyanobactines
[203].

Globalement, l'interaction des réactions enzymatiques, des cofacteurs et des
facteurs genétiques joue un rdle crucial dans la biosynthese des cyanobactines. La

compréhension des mécanismes et des composants génétiques impliqués dans cette synthése
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peut conduire a une meilleure compréhension de leur production, de leurs applications

potentielles et a I'exploration de nouvelles activités enzymatiques en biotechnologie.

L'exploration fonctionnelle du génome de Limnospira sp. AlgLouSall a également
identifié la présence de gGénes codant pour un lanthipeptide de classe V, qui présente un
potentiel antimicrobien élevé [207 ; 208], ont egalement été identifiés dans Limnospira sp.
AlgLouSall.

Les lanthipeptides, ou lantibiotiques, sont des peptides synthétisés par le ribosome
qui subissent des modifications post-traductionnelles, ce qui donne un large éventail
d'échafaudages structurellement diversifiés et, par conséquent, de molécules différentes
[209 ; 210]. Les lanthipeptides sont caractérisés par la présence d'anneaux, lanthionine (Lan)
ou méthyllanthionine (MeLan), formés par la biréticularisation d'acides aminés -thioéther
dériveés de résidus de sérine ou de thréonine [211].

I.4. lIdentification génétique des bactéries associées a la culture de la Limnospira de
Tamanrasset

Lors de I’identification génétique de la spiruline et I’extraction de I’ADN, nous avons
rencontré différents problémes ainsi qu’une contamination des extraits ce qui nous donnait
a chaque fois des résultats de séquencage meédiocres. De la, nous avons opté pour une
recherche et un isolement des bactéries associées a la culture de la spiruline puis a leur

identification génétique.

En fonction de leurs morphologies; couleur et taille, quatre (4) colonies ont été
isolées : 3 du milieu ZLB (colonie rouge, orange et blanches 1) et 1 du milieu LB (Colonie
blanche 2, diameétre ~ 5mm) (Appendice D).

La population bactérienne contaminante de la culture de Limnnospira sp.

AlgLouSall Etait présente a différents taux (Figure 3.6).
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Figure 3.6 : Photographies montrant les proportions des contaminants de la culture de la
Limnospira sp AlgLouSall.

Les arbres phylogénétiques ont montré un fort soutien statistique pour les fasta bin
001 et bin 003 qui relient les branches avec Oceanipulchritudo coccoides CK1056 et
Saliniramus fredriksonii HL-109 T, respectivement, avec une valeur de bootstrap de 100 %
(Figure 3.7 (a) et (b)). La souche bin-002 était la plus étroitement apparentée a
Coraliomargarita sinensis WN38 et Coraliomargarita akajimensis DSM 45221, avec une
valeur de similarité de 100 % (Figure 3.7 (b)). La souche 005 était la plus étroitement
apparentée a Marinicauda pacifica P-1 km-3 et Marinicauda pacificaCGMCC1.11031 avec
une valeur de similarité de 100 % (Figure 3.7 d).

La présente partie vise une étude descriptive des différents contaminants de culture,
ou bactéries associées a la culture, de la Limnospira sp. AlgLouSall. Elle présente un grand
intérét pour le choix de méthode de purification de la souche de Limnospira algérienne. En
effet, lors de notre étude, malgré des isolements repétitifs, nous n’avons pas pu aboutir a la
purification de la souche, ce qui a nécessité un choix de méthodes plus poussées en fonction

de la nature des contaminants présents.

Les bactéries associées a la culture de la L. sp. AlgLousall, se trouvent
principalement dans des environnements marins, Oceanipulchritudo coccoides est tune

bactérie coccicoide qui a été isolée de sédiments marins et décrite pour la premiere fois en
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2020 par Feng et son équipe [212]. Saliniramus fredriksonii HL-109 T, qui a été isolée la
premiére fois a partir de la matrice photosynthétique d’un lac ; est une espece de bactérie
halophile, hétérotrophe, et elle obtient sa nourriture en consommant d'autres organismes ou

substances organiques [213].

Coraliomargarita akajimensis DSM 45221 a été isolée a partir de I'eau de mer
entourant le corail dur au Japon, Cette bactérie a une croissance optimale a une température
de 25°C et un pH de 8 ; Elle est également halophile, prospérant dans des environnements
avec une concentration de NaCl de 2,5 % [214]. Coraliomargarita sinensis WN38 a son tour
est une bactérie Gram-négative, aérobie obligatoire, a une croissance optimale a une
température de 33°C et un pH de 7-7,5 et une concentration en NaCl de 3 a 4%, c’est une
bactérie halophile [215].

Marinicauda pacifica P-1 km-3 est une souche bactérienne Gram-négative, aérobie,
isolée a partir de I'eau de mer, Cette bactérie a une croissance optimale a 30°C, pH 7,

halophile et tolére une concentration de NaCl de 2 % [216].

Donc, toutes ces bactéries isolées originaires de sédiments et d'eau de mer, sont
halophiles hétérotrophes, Ceci signifie qu'elles prospérent dans des environnements riches
en sel tel le milieu de culture de la Limnospira sp. AlgLouSall. Son origine d’une guelta de
Tamanrasset ou des roches salines existent peut en partie expliquer cette variété de bactéries

associées a sa culture de méme que la contamination pourrait provenir de I'eau.

Une culture axénique, exempte de bactéries et de contaminants, est en effet
nécessaire pour les études génétiques et taxonomiques. Ces cultures sont genéralement
initiées par 1’isolement des cyanobactéries a partir d'une seule cellule [217] suivie de
différents traitements dont la centrifugation, le ringage, irradiation UV, filtration ou

traitement aux antibiotiques [218-220] et autres produits chimiques germicides [221 ; 222].

Choi et al., (2008), ont trouvé que la diversité des bactéries isolées des cultures
d'Arthrospira platensis était relativement simple. Parmi les bactéries contaminantes qu’ils
ont trouvé: Leucobacter sp., Aeromicrobium sp. et Staphylococcus spp. et Halomonas spp.

Cette equipe a propose un traitement par lavage et traitement antibiotique [223].

La contamination par différentes espéces d'algues peut constituer un probléme trés

grave pour les cultures de microalgues cultivées dans des étangs ouverts en plein air.
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Vonshak et ses collaborateurs ont déja décrit un ensemble de conditions qui permettent

d'éviter la contamination par des espéces d'algues différentes [224].

Hicks et son équipe [68], ont constaté que le pH relativement éleve qui caracteérise les
cultures de Limnospira entraine une lyse des especes contaminantes (Microcystis spp.).
Ainsi, une culture axénique de A. fusiformis a éte établie dans des conditions alcalines avec
des antibiotiques. A. fusiformis, ou L. fusiformis tolére des conditions alcalines élevées et
des antibiotiques spécifiques ; contrairement a certaines espéces comem Microcystis
aeruginosa, Oscillatoria spp. et Nostoc spp., qui contaminent souvent les suppléments de «
spiruline » [225-229].

Outre ces bactéries, Vonshak et ses collaborateurs ont remarqué que les amibes
broutaient la Chlorella, et des amibes brouteuses de Arthrospira ont également été observées
dans certains bassins commerciaux mal entretenus. L'ajout d'ammoniaque, comme

principale source d’azote, a arrété le développement de ces brouteurs [224].

En conclusion, il est possible de contréler la contamination des cultures des
Limnospira en plein air par d'autres organismes. L'expérience nous a montré qu'en régle
générale, les organismes contaminants ne posent pas de probléme sérieux tant qu'une bonne
croissance est maintenue dans une culture monoalgue. Il convient de noter qu'aucun
cyanophage s'attaquant a la spiruline n'a été observé jusqu'a présent comme indiqué dans les
travaux de Vonshak (1997) [224].

En 2021, Hicks et son équipe, ont fourni un génome de référence précis et une
méthode d'axénicité rapide pour Limnospira fusiformis et ont proposé I'optimisation des
méthodes de génie génétique comme prochaine étape pour faire progresser la recherche sur
L. fusiformis [68].
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. Caractérisation de la cyanobactérie Limnospira sp. AlgLouSall

I1.1. Observation microscopique
A I’état frais, les cellules de la souche Limnospira sp. AlgLouSall observées au

microscope ont montré une structure multicellulaire et filamenteuse avec des trichomes
cylindriques bleu-vert (Figure 3.7), formant une hélice ouverte qui est la caractéristique du
genre Arthrospira [61]. D’aprés Tomaselli, (1997), le degré de spiralisation montre une
grande variation et les cellules de Spirulina apparaissent parfois comme des trichomes droits
dans la culture [230]. En outre, d’autres chercheurs, ont montré que les spirulines
présentaient une morphologie variable sous 1’effet des changements des conditions
environnementales ou de culture [9]. Les droites sont génétiqguement de vraies spirulines

mais possédent I’inconvénient d’étre difficiles a récolter [64].
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Figure 3.7 : Photographie de la Limnospira sp. AlgLouSal1l observée au microscope
photonique (x40)
I1.2. Composition biochimique
11.2.1. Résultats et discussions de la composition biochimique générale
Les résultats relatifs a la caractérisation biochimique de la cyanobactérie Limnospira

sp. AlgLouSall séchée et cultivée sur milieu Hiri, sont regroupés dans le tableau 3.2.
Pour ce qui est du taux de I’extrait sec de la poudre de spiruline, il est de I’ordre de
94,26 + 1,02%, ce qui induit un taux d’humidité inférieur a 6% (5.73 £ 1.02%). Ce taux

semble étre similaire a celui rapporté par Espirard, [231], qui préconise pour les poudres un
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taux d’humidité allant de 4 a 6% qui est une condition recommandée pour le stockage a long
terme des poudres issues de cette microalgue [232].

Tableau 3.2. Composition biochimique de la Limnospira sp. ALgLouSall

Constituant Proportion (g/100g) + ET
Humidité 5.73+1.02

Protéines 44,37+ 0,78

Glucides 3343 +£1.77

Fibres 7.54 +£0.43

Amidon 11.59 £ 0.31

Lipides 0.26 £ 0.05

Cendres 8,66 £ 0.09

Valeur énergétique 328.62 + 4.29 (Kcal/100g)

Ces derniéres années, les biomasses riches en protéines telles les microalgues ont
suscité un regain d'intérét en tant qu'alternative plus durable aux protéines végétales et
animales [233]. Arthrospira est une source exceptionnelle de protéines complétes,
fournissant de 46 % a 63% de son poids sec en protéines pour L. platensis ; et de 60 a 71%
chez L. maxima [234]. Ces protéines sont riches en acides aminés essentiels, en particulier

la méthionine, la leucine, et I'arginine et autres [235 ; 236].

Les résultats que nous avons obtenus, montrent que la souche AlgLouSall cultivée
sur milieu Hiri, et séchée, représente une teneur en protéine, de 44.37% + 0,78, proche de
celles notées par certains auteurs, allant de 55 & 70% de la biomasse séche [237].

Notons par la méme occasion que cette teneur dépasse toutes les sources de protéines
alimentaires connues a vocation protéinique [238]. Rapportis, une variation du contenu en
protéines peut étre observée selon le moment de la récolte par rapport a la photopériode, les
valeurs les plus fortes étant obtenues au début de la période lumineuse [61].

En termes de glucides, ou hydrates de carbone, la cyanobactérie de Tamanrasset,
présente un taux en sucres totaux de 33,43% + 1,77 avec une teneur en fibres de 1’ordre de
7,54% + 0,43 et 11,59% =+ 0,31 d’amidon. Cette teneur en glucides semble étre supérieurs
aux résultats de Aouir, qui a travaillé sur différente souche dont celle de Tamanrasset, est de
I’ordre de 13.64 a 15% [48], et proche des résultats rapportés par Quillet qui oscillent entre
15 et 25% [239]. Sinetova et al., (2024), mentionne que Limnospira peut contenir 15 a 20%
de carbohydrates de carbone [240].
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Les glucides constituent globalement 15 a 25% de la matiére séche des spirulines [5]
[77]. Les sucres simples et les polyols ne sont présents qu’en tres petites quantités.

Les glucides digestibles sont représentés par du rhamnosanne et du glucosanne
aminés, respectivement environ 2% et 10%. On note aussi la présence de glycogéne (0,5%)
[241].

Limnospira sp ALgLouSall contient 7.54% + 0.43 de fibres, un taux qui représente
presque le double des taux de fibres rapportés par Koru et Aouir, de ’ordre de 3% [22 ; 45].
L'amidon est une petite composante dans le pool de glucides totaux de la spiruline.

Pour les cendres, notre spiruline contient 8,66% + 0,09 de cendres. Ce résultat est
conforme a celui trouvé par Aouir, (2017), de I’ordre de 9.3% [48], le contenu en cendres
est en général compris entre 7 et 10 % [61 ; 242]. La valeur énergétique atteint 328,62 + 4,29
(Kcal/100g).

Nous constatons que la composition de la spiruline différe beaucoup d’une souche a
I’autres, d’un milieu de culture a I’autre, mais aussi de la période de récolte et autres
conditions de culture. D’un point de vue nutritionnel, les faibles salinités (5 et 10 g/L) ont
entrainé une meilleure composition biochimique d'A. platensis [243].

Notre souche contient 0.26% = 0.05 de lipides. Les lipides représentent généralement
5,6 a 8% de Arthrospira [73 ; 244]; du poids sec de la Spiruline mais ce pourcentage peut
atteindre 13% [62 ; 90].

La composition des principaux acides gras de 3 espéces de spiruline révéle la
présence d’une forte concentration en acides gras essentiels (qui incluent les oméga-3 et des
oméga-6) [245]. En effet, les espéces Arthrospira et Limnospira appartiennent au groupe 3,
sous-groupe 3y. Ces souches possédent des A6-, A9- et A12-désaturases d'acides gras (FAD),
qui produisent de l'acide y-linolénique triénoique [245]. Lors de la culture de spiruline a des
salinités plus élevées, l'accumulation d'acides gras insaturés a été observée, un fait
intéressant en raison de leur haute valeur nutritionnelle [243].

11.2.2. Composition en minéraux

La teneur en minéraux de la spiruline est indiquée dans le tableau 3.3. Les
oligoéléments inorganiques les plus importants dans la spiruline sont le magnésium, le
calcium, le zinc et le fer. lls sont importants pour la nutrition du corps humain.

Le fer peut contribuer a améliorer I'anémie et les troubles hypertensifs. La proportion
de magnésium est tres élevee 623 + 20,81 (mg/100g).

Les aliments riches en fibres sont genéralement riches en magnésium, ce qui explique

la forte teneur en fibres de la spiruline étudiée. Le calcium est un minéral que I'on associe le
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plus souvent a la solidité des os et des dents, mais il joue également un rdle crucial dans la
coagulation du sang et la contraction musculaire. La proportion (zinc) de ce micronutriment
est compatible avec la santé des os et contribue a la solidité du systéme immunitaire.

Les teneurs en fer, calcium et zinc de la spiruline sont respectivement de 11,66
mg/100g + 48,35 ; 93,33 mg/100g + 23,09 et 17,10 mg/100g + 2,75.

Tableau 3.3 : Teneurs en minéraux de la Limnospira sp. ALgLouSall

Composition minérale Moyenne (mg/Kg) = SD
Equivalent en sel (NaCl) 50.9 £ 0.38

Fer (Fe) 116.6 + 48.35

Zinc (zn) 171.0 £ 2.75

Magnesium (Mg) 6230 + 20.81

Calcium (Ca) 933.3 +23.09

Phosphore 05.70 £ 0.02

Notre souche de cyanobactérie contient 50.9mg de NaCl / Kg de matiére seche. Ce
taux semble étre inférieur a ceux trouves dans la littérature qui sont de 1’ordre de 4500mg/Kg
[77] ; 9000 mg/kg [246] et 9449 voir 38803 mg/Kg [45]. La composition des milieux de
culture, la méthodologie de récolte et traitement aprés récolte, (rincage ou non), sont des
facteurs pouvant influencer ce taux [61].

La teneur en fer trouvée est inférieure a celles rapportées par la littérature ; de 1’ordre
de 4256 mg/kg [45], et méme allant de 600 a 6000 mg de fer par kg de spiruline [77].
Bensehaila et son équipe ont dosé des éléments minéraux dans la spiruline de tamanrasset
ou ils ont trouvé des valeurs maximales arrivant a 1800 mg/kg, 14000 g/kg, et 9000 mg/kag,
de Fe, Ca et P, respectivement [247]. Ces résultats sont différents comparés a ceux obtenus
dans cette étude pour la méme souche. Les spirulines naturelles ont rarement des teneurs en
fer dépassant 500 mg/kg [99].

Ceci pourrait &tre di aux différences dans les conditions de culture, sachant que les
cyanobactéries accumulent les minéraux différemment lorsqu'elles sont cultivées dans
différents milieux, a différentes températures, pH, salinité, etc .

Arthrospira contient environ 200 a 300 mg de calcium pour 1kg de poids sec (Ranga
Rao, 2006). Bensehaila et al., (2015), ont noté un teneure en calcium de 2700 mg/100g [247].
Le phosphore peut étre présent a des taux de 6700 a 9000 mg/kg. Notre piruine est
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relativement pauvre en phosphore comme indiqué par Flaquet et Hunri (2006) [77]

A noter aussi que le spirulan calcique (Ca-SP), un polysaccharide sulfaté de la
spiruline est composé de rhamnose, de 3-O-méthyl-rhamnose, de 2,3-di-O-méthyl-
rhamnose, de 3-O-méthylxylose, d'acides uroniques, de groupes sulfates et aussi d'ions
calcium cheélatés avec des groupes sulfates [87].

Differents travaux ont été réalisés sur la composition en éléments minéraux et métaux
lourds de la spiruline et les données sont trés variables d’une étude a une autre [242].

11.2.3. Composition en métaux lourds

Les résultats de la teneur de la cyanobactérie de Tamanrasset en métaux lourds sont
illustrés dans le tableau 3.4.

Tableau 3.4 : Teneurs en métaux lourds de la Limnospira sp. ALgLouSall.

Composition en Métaux lourds Moyenne + DS

Plomb 3.48 £ 1.78 (mg/KQ)
Arsenic 1.40 £ 0.78 (mg/Kg)
Cadmium 0.92 + 0.50 (mg/Kg)
Mercure 0.52 £ 0.29 (mg/KQ)

Nous constatons des concentrations respectivement pour le plomb, I'arsenic et le
cadmium, de 3,48 mg/Kg £ 1,78, 1,40 mg/Kg = 0,78 et 0,92 mg/Kg = 0,50. La teneur en
Plomb est largement inférieure a celle trouvé par Aouir [48].

Ainsi, notre spiruline semble présentée des teneurs en Cadmium et en Mercure
dépassant les seuils fixés par le conseil supérieur d’hygi¢ne publique de France, (1989)
[248].

Les microalgues doivent étre conformes aux spécifications suivantes : Arsenic
minéral< 3mg /Kg ; Cadmium< 0.5mg /Kg ; Mercure < 0.1 mg/Kg ; Plomb <5 mg/Kg de
matiere seche.

La teneur en métaux lourds différe d’une souche a 1’autre, mais aussi selon les

conditions de culture [249].

Les cyanobactéries du genre Arthrospira peuvent chélater les metaux lourds ; et
possédent un pouvoir cumulatif des métaux lourds, comme la majorité des poissons et
espéces de I’aquaculture. Il faut donc mettre en place des systemes de tragabilité pour

s’assurer que de la spiruline soit exempte de toute toxicité dans le cas d’une valorisation
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[250].

En effet, le risque d'exposition a la toxicité des métaux lourds par I'ingestion de
spiruline produite dans des conditions chargées en métaux lourds tels que le plomb, I'arsenic
et le cadmium provoque des dommages aux organes vitaux tels que le foie et les reins.

11.3. Teneur en phytonutriments

11.3.1. Teneur en pigments chlorophylliens

La teneur en chlorophylle a (Chla) est de 1I’ordre de 12 mg/g. Le taux de chlorophylle
b (Chly) descend a 8,698 mg/g.

Nos résultats semblent étre proches de ceux trouvés par Kumar et ses collaborateurs,
qui en cultivant la spiruline a 35 °C, ont noté la plus forte valeur de I’accumulation de Chla
égale a 1,54 % [251]. Kent et son équipe ont aussi trouvé des concentrations de 12,33 mg/g
de chlorophylles [252].

D’autres chercheurs ont trouvé des taux un peu plus bas allant de 10 mg/g [253] a
11.5 mg/g [254] pour les chlorophylles totales. Nos résultats sont 1égérement supérieurs a
ceux trouvé par Aouir [45] qui a trouvé des valeurs maximales de I’ordre de 8,49 et 7,84
mg/g.

Les chlorophylles sont quantitativement, les pigments majoritaires de la spiruline,
leurs taux varie en fonction des conditions de culture [73].

Ainsi, le séchage au plein soleil ou en plein air est le plus rapide et le moins codteux,
mais il a des inconvénients : il risque de bleuir en surface par destruction de la chlorophylle
par les ultra-violets ; mais aprés broyage ce bleuissement n'est plus perceptible [64 ; 251].
11.3.2. Teneurs en phycobiliprotéines et phycocyanine

La figure 3.8 illustre le taux des différentes phycobiliprotéines présentes chez
Limnospira sp. ALgLouSall.
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Figure 3.8 : Anneau représentatif de la teneur en les différentes Phycobiliprotéines (A-PC, C-PC et
FE) de la Limnospira sp. AlgLouSall

Parmi les phycobiliprotéines, la phycoérythrine (PE) représente le taux le plus faible
araison de 1.43% de la cyanobactérie étudiée. Des travaux antérieurs ont trouvé des résultats
similaires ; avec 1.2% [129], 1.8% [251].

D’autres ont noté¢ des taux légérement supérieurs allants de 1,30 a 3,30% sur
différentes souches de spiruline [45]. La PE est produite a faible taux chez Arthrospira ; la
synthese des PE peut ne jamais étre observée [255].

L’allophycocyanine (A-PC) est par contre présente a 6.26%, un taux jugé légérement
supérieur a celui trouvé par Anamika et ses collaborateurs (2005), et Kumar et son équipe
(2011), qui ont trouvé, respectivement 3,8% et 3,46% de A-PC dans la spiruline [129 ; 251].

La teneur en C-Phycocyanine (C-PC) est de I’ordre de 7.89%. Nos résultats
concordent avec les résultats de Kumar qui sont de 7,73%, [251]. Mais sont inférieurs a
ceux enregistrés par Anamika, de 1’ordre de 17,5%, [129].

La Phycocyanine brute représente (C-PCprute%) 10.66% avec une pureté de 1’ordre
de 0.7. Selon Rito-Palomares (2001) ; cette C-phycocyanine est de grade alimentaire, sa
pureté est supérieure a 0.5 [152].

L’intensité lumineuse, la souche ainsi que les conditions de culture semblent avoir
un effet sur la teneur en phycocyanine [256 ; 154].

Le nitrate de sodium NaNO3 est nécessaire pour la synthése des acides aminés, qui
composent les protéines et d'autres composants cellulaires comme les chlorophylles et La
phycocyanine [257 ; 258]. L’intensité lumineuse, la souche ainsi que les conditions de

culture semblent avoir un effet sur la teneur en ces pigments.
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1. Optimisation de 1’extraction de la phycocyanine

111.1. Optimisation de I’extraction de la PC par méthodologie de réponse en surfaces

Afin d‘obtenir un rendement optimal de 1’extraction de la phycocyanine, des
expériences ont été réalisées par une approche statistique nommée, méthodologie de réponse
en surface selon le plan composite centré CCD.

Le plan CCD fait I’étude des interactions entre les facteurs significatifs. Il est aussi
utilisé pour déterminer le niveau optimum des facteurs étudiés.

Le nombre de niveaux d’un plan composite est de cinq par facteur : le point central
0, les deux niveaux du plan factoriel (-), (+) et les deux niveaux des points en étoile a et A.

La matrice donnée par le design CCD pour la concentration de C-phycocyanine est
présentée dans le tableau 3.5.

Les effets d'interaction des facteurs affectant I’extraction de la C-phycocyanine, ont
été traces sous forme de graphiques de surface en (surface de réponse) (figure 3.10).

Les résultats, des tests statistiques (ANOVA), obtenus sur les facteurs et I’interaction
entre ces facteurs, ont montré que le modele est tres significatif statistiguement, suggérant
que les facteurs étudiés ont un impact réel et important sur la réponse (concentration de
phycocyanine) (P<0,05) avec un carré moyen de 0,002; somme des carrées des écarts (SCE)
de 0,0012, p-calculé de 0,005 et F- calculé de 154,5 (tableau 3.6).

La valeur de SCE élevée par rapport a la valeur du carrée moyen montre une grande
proportion de variance expliquée par le modéle, suggérant que le modele est bien ajusté aux
données.

La valeur de p-calculé trés faible (< 0,05) et signifie que les résultats ne sont pas dus

au hasard, ce qui renforce la validité du modele (tableau 3.6).
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Tableau 3.5 : Résultats de réalisation de la matrice du plan composite centré de RSM.

Essai X1 X2 X3 X4 C-PC(mg.ml?) C-PC (mg.g)
1 +1 +1 +1 +1 3,505 0,088
2 +1 -1 -1 +1 3,037 0,076
3 +1 -1 + -1 2,839 0,071
4 -1 +1 -1 -1 0,084 0,084
5) 0 0 0 a 1,606 0,078
6 0 A 0 0 1,493 0,073
7 +1 +1 +1 -1 2,971 0,074
8 +1 -1 -1 -1 3,028 0,076
9 -1 -1 +1 -1 0,068 0,068
10 0 0 0 0 1,878 0,092
11 0 a 0 0 2,292 0,112
12 -1 +1 +1 +1 0,079 0,079
13 -1 +1 +1 -1 0,069 0,069
14 -1 -1 +1 +1 0,086 0,086
15 -1 +1 -1 +1 0,071 0,0718
16 0 0 A 0 1,630 0,079
17 0 0 0 A 2,225 0,108
18 -1 -1 -1 +1 0,066 0,066
19 0 0 a 0 2,116 0,103
20 +1 +1 -1 -1 2,986 0,075
21 +1 +1 -1 +1 3,139 0,078
22 0 0 0 0 0,022 0,001
23 A 0 0 0 3,373 0,084
24 a 0 0 0 0,077 0,077
25 +1 -1 +1 +1 3,618 0,090
26 -1 -1 -1 -1 0,079 0,0793

+1 : niveau haut du facteur ; -1 : niveau bas du facteur. 0 : point centrale ; +a (1,42); A:+a;a:-a.
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Tableau 3.6 : Analyse de la variance du plan de I’optimisation.

Coefficient | Somme des | Degré de | Carré moyen p-value | F-value

carrées  des | liberté
écarts

X1 0,00168

X2 -0,00177

X3 -0,00016

Xa 0,00358

Modéle 0,0012 14 0,002 0,005 154,5

Concernant les effets principaux des facteurs, les résultats du tableau 3.6, ont montré
que le temps de macération et la concentration en spiruline, ont un impact croissant
significatif et Iégerement croissant, avec des coefficients positifs de 0,00358 et de 0,00168,
respectivement.

Cependant, la concentration saline représente une influence légerement décroissante
sur la réponse avec un coefficient négatif (-0,00177), et concernant I’intensité des ultrasons,
son impact est considéré comme négligeable car la valeur de son coefficient est trés faible (-
0,00016).

L'équation 3.1 de régression obtenue pour la premiére réponse R1 (Concentration en
phycocyanine) est la suivante :

R1=0,0788 + 0,00168 X1 — 0,00177 X>— 0,00016 X3+ 0,00358 X4—
0,000081 X1Xz+ 0,00103 X1X3+ 0,00222 X1Xs— 0,00112 X2X3— 0,00069 X2X4
+0,00524 X3Xs— 0,00456 X312+ 0,00133 X»? + 0,00086 X3? + 0,00188 X4?

Les interactions entre concentration de spiruline et temps de macération, ainsi que
celles entre ultrasons et temps de macération, ont vraisemblablement un impact positif
notable. Alors que, les autres termes d’interaction (Concentration en cyanobactérie *
Concentration saline) et (Concentration saline * Intensité des ultrasons) ont des coefficients
beaucoup plus faibles, indiquant une interaction limitée. Les termes X2 (-0,00456) et X42
(0,00188) ont les plus grands coefficients quadratiques, indiquant des effets non linéaires
significatifs pour ces deux facteurs. Cela peut se traduire par une réponse optimale (pic ou
vallée) pour ces deux facteurs a des niveaux spécifiques.

Les valeurs supérieures de R? (95,00%), de R? ajusté (93,00%) et R? prédite (90,00%)
indiquent I'efficacité du modele (tableau 3.7).
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L’analyse statistique indique que le modéle proposé était adéquat avec des valeurs
trés satisfaisantes du de R?, R? ajusté et R? prédite. La valeur de R2 signifie que 95 % de la
variabilité des données est expliquée par le modéle. Cela indique que les facteurs étudiés
exercent une forte influence sur la concentration de phycocyanine, et le modéle s'ajuste bien
aux données expérimentales. La valeur élevée de R? ajusté, signifie que méme en ajustant
pour le nombre de facteurs, le modéle reste robuste et continue d'expliquer une grande partie
de la variabilité des données. La valeur de R? prédite suggére que le modéle est capable de
prédire avec préecision de nouvelles données. Cela garantit la validite du modele, et il peut
étre utilisé pour optimiser les conditions expérimentales dans de nouveaux ensembles de
données ou de situations.

Selon les résultats obtenus dans le tableau 3.7, la valeur de I'écart-type trés faible
(0,0007) indique une variabilité faible des données. Cela montre que les mesures de
concentration de phycocyanine sont trés précises et cohérentes autour de la moyenne. La
valeur de la précision adéquate était de 52,04 (tableau 3.7). Cette valeur montre que le
rapport signal/bruit est bien supérieur a 4, ce qui est souhaitable. Cela suggére que le modéle
a une précision élevée et que les effets des facteurs sont facilement discernables par rapport
au bruit expérimental. Cela permet une navigation efficace dans I’espace de conception pour

identifier des conditions optimales.

Tableau 3.7: Ajustement du modéle CCD par rapport & R1.

R? 0,95
R? ajusté 0,93
R? prédite 0,90
Précision adéequate 52,04
Ecart-type 0,0007

La figure 3.10 indique que les contours concentriques ou elliptiques sont une
excellente observation. Ils suggérent une interaction significative entre les facteurs. Cela
signifie que les variations dans les facteurs influencent le rendement d’extraction (R1) de
maniere complexe, et les zones optimales sont souvent au centre de ces courbes. Des pentes
abruptes dans ces zones indiquent que de petites variations dans les facteurs peuvent
entrainer des changements importants dans la réponse, ce qui est crucial pour I’optimisation

fine des parameétres.
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Les résultats obtenus ont montré que le temps de maceration a le plus grand impact,
suivi de la concentration en spiruline. L’effet combiné du temps de macération avec d’autres
facteurs est également important. Les courbes ont montré une augmentation significative de
la concentration de phycocyanine avec le temps de macération (X4) et une Iégere courbure
quadratique pour la concentration initiale en Limnospira sp. AlgLouSall X1 (figure 3.9 et figure
3.10).
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Figure 3.9 : Graphiques des contours concentriques de I’interaction entre les facteurs pour
I’extraction de la phycocyanine pour chaque variable.
X1 : Concentration initiale en Limnospira sp. AlgLouSall (%); X2 : Concentration de la solution saline
utilisée (g.L1); X3 : Intensité des ultrasons (kHz); X4 : Temps de macération (h)

Thése De Doctorat



Chap. 3 : Résultats et discussion 84

Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual

R1
o Design Points
0,0662983 I 0,0960057

X1=AA
X2=D:D

Actual Factors
B:B=0
GC=0

D:D

Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual

R1
@ Design Points
0,0662983 [ 0,0960057

X1=B:B
X2=CC

Actual Factors
AA=0
D:D=0

CC

-1 -0,5 0 0,5 1

B: B

Figure 3.9 : Graphiques des contours concentriques de ’interaction entre les facteurs pour
I’extraction de la phycocyanine pour chaque variable (Suite 1).
X1 : Concentration initiale en Limnospira sp. AlgLouSall (%); X2 : Concentration de la solution saline
utilisée (g.L1); X3 : Intensité des ultrasons (kHz); X4 : Temps de macération (h)
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Figure 3.9 : Graphiques des contours concentriques de I’interaction entre les facteurs pour
I’extraction de la phycocyanine pour chaque variable (Suite 2).

X1 : Concentration initiale en Limnospira sp. AlgLouSall (%); X2 : Concentration de la solution saline
utilisée (g.L1); X3 : Intensité des ultrasons (kHz); X4 : Temps de macération (h)
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Figure 3.10 : Graphiques des surfaces de réponse obtenues par RSM montrant les effets relatifs

d'interaction des facteurs affectant le rendement d’extraction de la phycocyanine

X1 : Concentration initiale en Limnospira sp. AlgLouSall (%); X2 : Concentration de la solution saline

utilisée (g.L1); X3 : Intensité des ultrasons (kHz); X4 : Temps de macération (h)
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Figure 3.10 : Graphiques des surfaces de réponse obtenues par RSM montrant les effets relatifs
d'interaction des facteurs affectant le rendement d’extraction de la phycocyanine (suite 1)
X1 : Concentration initiale en Limnospira sp. AlgLouSall (%); X2 : Concentration de la solution saline
utilisée (g.L1); X3 : Intensité des ultrasons (kHz); X4 : Temps de macération (h)
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Figure 3.10 : Graphiques des surfaces de réponse obtenues par RSM montrant les effets relatifs
d'interaction des facteurs affectant le rendement d’extraction de la phycocyanine (suite 2)
X1 : Concentration initiale en Limnospira sp. AlgLouSall (%); X2 : Concentration de la solution saline
utilisée (g.L1); X3 : Intensité des ultrasons (kHz); X4 : Temps de macération (h)
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Parmi les méthodes d’extraction de la phycocyanine, I’extraction par des solutions
salines (NaCl) couplé a un traitement mécanique permettrait la rupture cellulaire et
I’extraction des composants intracellulaires.

La réalisation de cette étape vise 1’étude de ’effet de différentes concentrations de
solutions salines mais aussi I’effet d’autres facteurs sur 1’extraction des composés bioactifs
tel que la Phycocyanine, a partir de la cyanobactérie Limnospira sp. AlgLouSall.

Aussi, nous avons évaluer I'optimisation de I’extraction a été évaluée par la
méthodologie de surfaces de réponse qui mene a des designs trés efficaces pour
I'optimisation des facteurs en considérant les effets, principaux et d'interaction, par un
nombre minimal d'expérimentations, fournissant ainsi une clarté sur la relation de cause-
effet entre les facteurs et les réponses [259].

L'objectif ultime de 1’approche RSM est d’identifier un mode¢le optimal avec une
importante capacité prédictive pour fournir des solutions avec une variabilité négligeable
[260].

111.2. Discussions de de 1’optimisation de 1’extraction de la phycocyanine

Selon Minh et al. (2014), Le rendement en phycocyanine peut varier selon la méthode
d’extraction [261].

En effet, les extractions a partir de matiére fraiche ont permis d’avoir les rendements

les pluséleves.

Les méthodes de désintégration cellulaire étant nécessaires pour la libération de la
phycocyanine et considérant que les méthodes conventionnelles, nécessitent un temps de
traitement relativement long, tel le broyage, la congélation/décongélation et la macération

que nous avons utilisée [262].

L'utilisation de méthodes non conventionnelles nous apparue comme une alternative
pour gagner en temps et en quantité de solvants d’extraction. Dans les liquides, l'effet de la
propagation des ondes est principalement attribué au phénomene de cavitation, qui provoque
la croissance et I'effondrement des bulles d'air, ce qui entraine une perturbation des cellules

et augmentant I'extraction des composants internes [47 ; 263 ; 264].

Wang et al. (2023) ont évalué I’effet de différentes solutions salines dont Na2CO3,
NaH2PO4, Na2HPO4, MgCl2, CaCl2, NaCl and KCI, 4 50g.1"* sur le rendement d’extraction

et le meilleur rendement d’extraction a été obtenu avec le NaCl et le KCI [167].
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De 14, notre étude, a visé I’optimisation du rendement d’extraction de la C-PC avec
une solution saline & base de NaCl ; Les concentrations choisies vont de 0 & 60mg.I™, pour
une macération qui dure au maximum 24h, aprés traitement aux ultrasons de solution
initiales de différentes concentrations en spiruline.

Les résultats obtenus, ont montré que le temps de macération a plus d’impact sur le
rendement d’extraction de la PC, avec la concentration en spiruline comparativement aux
autres facteurs.

Selon Li et al. [41], la teneur en chlorophylles des extraits est inversement
proportionnelle a la concentration en sel des solutions d’extraction. A noter qu’ils ont
travaillé avec des solution salines de NaCl (0 - 100g.I et pendant 12h).

D’aprés la publication de Teixeira et ses collaborateurs (2024), des extraits plus
riches en C-PC et d'une plus grande pureté peuvent étre obtenu avec I'extraction saline ; La
force ionique des solutions salines, minimise la coextraction des chlorophylles et favorise
I'extraction des phycocyanines, ce qui a donné lieu a des pics d'absorption attribués aux
chlorophylles minimisés [47].

Le phénomeéne qui pourrait s'expliquer par l'effet de salage [41 ; 139]. En effet, les
effets des sels, cas du CaCl, sur la stabilité des protéines structurales sont liés a leur capacité

relative a se lier aux protéines et a modifier leurs propriétés d'hydratation [].

Aussi, la stabilité des extraits de phycocyanine est trés sensible a la température de
conservation et les extraits de phycocyanine conservés a 4°C, a des pH plus acides se sont

révélés les plus stables et les plus concentrés [261].

Thése De Doctorat



Chap. 3 : Résultats et discussion 91

V. Etude des propriétés structurantes et fonctionnelles de la phycocyanine

IV.1. Propriétés de surface

IV.1.1. Surface spécifique de la phycocyanine

Les résultats obtenus a la suite de I’analyse de la PC extraite par BET sont regroupés

dans le tableau 3.8.

Tableau 3.8. Résultats de la détermination de la surface spécifique de la PC par BET

Paramétre Résultat

Surface spécifique 3.4845 m?/g + 0.346.
Coefficient C 8.138135
Coefficient de corrélation 0.963

Le modéle Brunauer, Emmett et Teller est utilisé pour mesurer la surface spécifique

qui désigne la surface accessible de la phycocyanine dans notre cas, par unité de masse.

Les résultats obtenus montrent que la surface spécifique de la phycocyanine est
estimée a 3.48m?/g +0.346. L estimation de ce paramétre est cruciale pour la compréhension
des interactions protéiques, de I'adsorption, de la catalyse enzymatique, de la solubilité des

protéines et bien d'autres propriétés biochimiques.

Cependant, il faut savoir que la surface spécifique des protéines peut varier en

fonction de leur structure et de leur pureté.

En général, les protéines alimentaires ont une surface spécifique qui se situe entre 1
et 10 m#/g.

Aussi, la surface spécifique de la phycocyanine peut interagir avec des ions, des
protéines ou d'autres biomolécules, et donc influencer sa stabilite, sa solubilité ou sa fonction
biologique ; ce qui est important pour son utilisation dans diverses applications industrielles

et biotechnologiques en agroalimentaire.

IV.1.2. Tension superficielle de la phycocyanine

La tension interfaciale et superficielle correspond a la répulsion entre 1’cau et I’huile

et ’eau et I’air. Les protéines peuvent réduire la tension entre ces phases en raison de leur
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nature amphiphile. Les tensioactifs sont utilisés dans les produits alimentaires (émulsions,
mousses) et également dans des applications non alimentaires (détergents, savons). Les
résultats de la mesure de la tension interfaciale entre une solution aqueuse de phycocyanine
d’une part et I’huile de table ou I’air, de I’autre part sont regroupés dans le tableau 3.9.
Tableau 3.9 : Résultats de la mesure de la tension superficielle / interfaciale de la
phycocyanine dans 1’air (P/A) et dans 1’huile (P/H).

Tension MEI (mN/m) | PR (mN/m) | PI (mN/m) Angle Surface
(mN/m) (degrés) | (mm?)

Phycocyanine / Air

- |- - 19.136 5.834 16.954 22.893

Phycocyanine / Huile

- - 1.393 0.432 17.247 41.008

MEI : Module d’élasticité isostatique (ou Modulus) ; PR : Partie réelle ; PI : Partie Imaginaire

Comme indique sur le tableau 3.9, La tension interfaciale phycocyanine dans I’air
(P/A) est de --.--- mN/m. Sa partie réelle étant majoritaire, la surface d’une goute est en

moyenne égale a --.--- mm? avec un angle d’environ 16 degré.

En revanche, la tension interfaciale phycocyanine dans I’huile (P/H), a été évaluée a

2.08mN/m, donc une tension nettement inférieure a celles de la phycocyanine dans I’air.

Nous remarquons aussi que le modulus est important dans le cas P/A, et est de --.---
mN/m. Celui de la P/H est de -.--- mN/m. Le modulus est une constante qui relie
la contrainte au taux de deformations d’un échantillon isotrope. Ici la solution aqueuse de

phycocyanine est soumise & une compression isostatique.

Ces résultats montrent que la phycocyanine, bien qu’elle soit solubilisée dans 1’eau,
elle est moins résistante a 1’huile comparativement a I’eau, et donc le processus de dispersion
et de mélange est facile. Ce qui est aussi illustré par la grande surface d’interface

phycocyanine / huile.
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Les substances qui réduisent la tension interfaciale agissent souvent comme agents
tensioactifs. Cela indique que notre phycocyanine peut présenter des propriétés

émulsifiantes meilleures comparativement aux propriétés moussantes.

Contrairement a nos résultats obtenus, 1’étude de Zhong et al., (2024), a mentionné
que I’émulsibilité, relativement faible, de la PC, limite son utilisation dans I'industrie

alimentaire.

Afin d'améliorer la capacité émulsifiante de la phycocyanine, un complexe
phycocyanine-chitosane a été testé, il améliore efficacement la capacité émulsifiante de la
phycocyanine. Ce complexe présente une faible tension interfaciale et une forte stabilité
[265].

Cependant, le travail de Gong et son équipe, mentionne qu’un traitement de la
phycocyanine au plasma froid a amélioré non seulement les propriétés moussantes mais
aussi lI'agrégation et la stabilité a I'interface huile-eau de la PC. L'application du plasma froid
a induit des changements structurels dans la PC, passant d'une conformation a-hélique a un
enroulement aléatoire, [266]. Ce qui peut en partie confirmer nos résultats a propos des
propriétés émulsifiantes qui sont meilleures et qui peut aussi interpréter la grande surface de
la goutte de phycocyanine dans 1’huile.

IV.2. Viscosité de la C-PC

Les résultats obtenus par mesure de la viscosité de la phycocyanine a différentes

températures a mené au tableau 3.10.

Tableau 3.10: Résultats de la viscosité de la phycocyanine

Température (°C) V. Dyn. (q : mPa)

20

30

35

V.Dyn. : Viscosité dynamique.
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Nos résultats montrent que la solution aqueuse de phycocyanine perd toute sa
viscosite a partir de --°C. Ce qui est en accord avec beaucoup de travaux qui ont noté la

température de --°C comme température de dégradation de la Phycocyanine.

En effet, Chentir et al., 2018 [51], a noté que la thermostabilisation d’un extrait brut
de phycocyanine jusqu’a des températures dépassant les 50°C ; était réalisé avec du PEG-
4000 et du sorbitol.

IV.3. Propriétés rhéologiques, de structures et de texture

Les résultats de 1’analyse par le théomeétre ont conduit aux courbes d’écoulement
figurés dans la figure 3.11 et la figure 3.12.

Rappelons qu’une courbe d’écoulement représente un graphique qui indique la
relation entre la contrainte de cisaillement et le taux de cisaillement d'un fluide, ici de la
phycocyanine dans ’eau.

Cette analyse a été effectuée a --°C pour éviter un éventuel risque de dégradation ou
de perte de fonctionnalité de la phycocyanine (en se basant sur les résultats obtenus lors de

la détermination de la viscosité de la PC extraite).

RheoCompass
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300 4

L L L
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Contrainte de Cisaillement 1 [Pa]

LI L L

Gradient de Cisaillement § [1/s]

012

Courbe d'écoulement

PPS50/DITI SN53917
- T

Anton Paar

Figure 3.11 : Courbe d’écoulement, contrainte de cisaillement en fonction du gradient de
cisaillement, de la phycocyanine (Photo originale)
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L’analyse de cette courbe d’écoulement (figure 3.11) indique une élévation de la
contrainte de cisaillement en fonction du gradient de cisaillement et arrive a une valeur de t
=329,71 Pa a y = 19.2 s}, puis une diminution brusque arrivant a de © = 167.75 Pa est
observé a y = 21.2 s1. Une augmentation légére par la suite arrivant a t = 192,55 Pa a 41.4
st

Inversement, I’analyse la courbe d’écoulement (figure 3.12), montre une diminution
de la viscosité en fonction du gradient de cisaillement ; de 1 =17193 mPa.s a y = 19.2 s,
une chute est observée juste apres (au méme gradient pour la figure 3.13), soitaay=21.2
s’ ol la viscosité descend a n =7904.2 mPa.s. puis a | = 4649.6 mPa.s pour un gradient de
cisaillement de y = 41.4 s,

La courbe tracée en la figure 3.11, est non linéaire. Elle indique ainsi que la
phycocyanine a 1’état fluide, présente les caractéristiques d’un fluide non-newtonien. A
rappeler qu’un fluide dont la viscosité reste constante, indépendamment du taux de

cisaillement ou de déformation appliqué est un fluide Newtonien.
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Figure 3.12: Courbe d’écoulement, viscosité en fonction du gradient de cisaillement, de la
phycocyanine (Photo originale)
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Pour caractériser le comportement de PC sous différentes conditions de cisaillement
ou d’agitation ou autre traitement mécanique qui peut étre appliqué en Technologie
agroalimentaire, I’analyse de la figure 3.14, indique une diminution de la viscosité avec le
gradient de cisaillement ; Nous pouvant conclure que la phycocyanine est un fluide
rhéofluidifiant et peut étre classée en tant qu’un pseudoplastique, sur le plan rhéologique.

En conclusion, La conformité structurelle de toute molécule joue un réle crucial dans
ses aspects fonctionnels. Selon Chhirang (2024) [267], Il existe 61 structures de
phycobiliprotéines déposées dans la Protein Data Bank, obtenues par diffraction des rayons
X, et qui appartiennent principalement a des cyanobactéries et a des algues rouges. Sur ces
61 structures, 36 sont des phycocyanines, 10 des allophycocyanines, 12 des phycoérythrines

et 3 des phycoérythrocyanines.

La classification des phycobiliprotéines est basée sur leur structure et la composition
de leurs chromophores. [268]. La C-PC nécesssite une amélioration de ses propriétés
fonctionnelles [266].
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CONCLUSION GENERALE

Le présent travail avait pour objectif de procéder a une caractérisation génomique
aboutissant a la classification taxonomique d’une souche de cyanobactérie, isolée de
Tamanrasset, Algérie, d’identifier ses contaminants de culture puis d’étudier la composition
biochimique de cette cyanobactérie sous sa forme seche cultivée sur milieu de culture Hiri.
Par la suite une optimisation de I’extraction de la phycocyanine PC par solutions salines a
base de chlorure de sodium (NaCl) en utilisant la méthodologie de réponse en surface
(Responce Surface Methodology) (RSM) a été réalisée et une évaluation de quelques

caractéristiques fonctionnelles et structurantes de la PC extraite a également été faite.

La souche de cyanobactérie Limnospira sp. AlgLouSall, de Tamanrasset a été
classée dans le genre Limnospira. Limnospira fusiformis KNO1 étant son parent le plus

proche.

Sa facilité de culture et sa capacité a générer des molécules bioactives font de
Limnospira sp. AlgLouSall une excellente alternative alimentaire. L'exploration de son
génome a démontré qu'AlgLouSall contient plusieurs génes codant des CDS pour la
biosynthése de meétabolites secondaires, dontdes cyanobactines, des terpenes et des

lanthipeptides de classe V.

L'exploration, la production et I'extraction de ces métabolites secondaires pourraient
constituer des voies d’exploitation prometteuses pour des applications pharmaceutiques,

médicinales, agricoles ou industrielles potentielles.

En outre, la compréhension des capacités de biosynthése d'AlgLouSall pourrait
contribuer a I'élaboration de stratégies de gestion de l'environnement et de durabilite,

contribuant ainsi a un domaine plus large de la biotechnologie.

Certes, la culture de cette cyanobactérie peut étre génée par des contaminants
microbiens, nos résultats ont montré que les bactéries associées a sa culture sont quasiment

des bactéries halophiles d’origine marine ou roches salines.

Les arbres phylogénétiques ont relié les branches des bactéries isolées a partir de la
culture de la L. sp. ALgLouSall avec des bactéries qui leurs sont étroitement apparentées a



savoir : Oceanipulchritudo coccoides CK1056 ; Saliniramus fredriksonii HL-109 T,
Coraliomargarita sinensis WN38 et Marinicauda pacifica P-1 km-3.

Nos travaux ont également permis aussi de bien cerner la composition biochimique
de la Limnospira sp. ALgLouSall cultivée sur le milieu Hiri et commercialisée a 1’état sec.
Il s’avére qu’elle présente un bon profil nutritionnel entant qu’aliment a vocation
protéinique, avec des teneurs de I’ordre de 44,37 % = 0,78, riche en glucides avec des taux
de 33.43 % + 1.77, assez riche en minéraux (8,66 % = 0.09) dont 933.3 mg/Kg £ 23.09 de
Calcium, 6230 mg/Kg £ 20.81 de Magnésium et 116.6 mg/Kg * 48.35 de fer.

Elle est cependant assez pauvre en gras 0.26 % = 0.05.

La L. sp. AlgLouSall est riche en phytonutriments, la teneur en chlorophylles est de
12 mg/g pour la chlorophylle a et de 8,698 mg/g pour la chlorophylle b. En termes de
phycobiliprotéines, nous notons la présence de 7.89% de C-PC, 6.26 % de A-PC et 1.43 %
de PE.

Tous les résultats, portant sur la composition biochimique de la cyanobacterie
étudiée, permettent de lui conférer un grand intérét nutritionnel et thérapeutique.

Les résultats de 1’optimisation des conditions d’extraction de la phycocyanine par
solutions salines en utilisant la méthodologie de surface de réponse, ont montré que le temps
de macération a le plus grand impact, suivi de la concentration en cyanobactérie. L’effet
combiné du temps de macération avec d’autres facteurs est également apparu comme

important.

Les courbes obtenues ont montré une augmentation significative de la concentration
de phycocyanine avec le temps de macération et une légere courbure quadratique pour la

concentration initiale en Limnospira sp. AlgLouSall.

L’étude des propriétés structurantes par BET de la phycocyanine a montré qu’elle
présente une surface spécifique de 3.4845 m?/g + 0.346 avec une capacité moyenne
d’adsorption de C = 8.138.

La phycocyanine en solution, se comporte comme un fluide non-newtonien et perd

sa viscosité a environ 30°C.

La détermination de la tension interfaciale phycocyanine/air, phycocyanine/huile et
leurs modulus ont montré que la PC ait des propriétés émulsifiantes meilleures

comparativement aux propriétés moussantes.



L’analyse rhéologique indique que la phycocyanine est rhéofluidifiante et peut étre

classée en tant qu’un pseudoplastique.

Notre travail ouvre plusieurs perspectives de valorisation, Il serait nécessaire de
procéder a la purification de la Limnospira sp. AlgLouSal1l, pour avoir une culture axénique.
Il serait nécessaire de tester différents milieux de culture pour éviter une éventuelle toxicité
par les métaux lourds ou éventuellement pour favoriser la production de certains nutriments
essentiels, ce qui peut constituer une alternatives alimentaire durable et jouer un réle crucial
dans la sécurité alimentaire ; d’identifier les différentes fractions protéiniques ou méme
peptidiques existantes dans la phycocyanine extraite et d’étudier I’effet d’autres facteurs sur
le rendement d’extraction de la PC et sur sa pureté aussi. Il serait aussi intéressant d’étudier
I’optimisation par RSM de la purification de la phycocyanine. Une dernicre perspective est

d’optimiser les qualités fonctionnelles et structurantes de la phycocyanine.
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APPENDICE A
Composition détaillée du milieu de culture Hiri.

Tableau A.1 : Composition chimique, en gramme par litre d’eau, du milieu de culture Hiri

utilisé pour la culture de la spiruline [163].

. Hiri
Milieu de culture
Compose

Natron 16

Urée 1

Chlorure de sodium (NaCl) 1
Phosphate d’Ammonium 0,1
Sulfate de potassium (K2SQ0a4) 0,5

Sulfate de magnésium (MgSQa, 7H20) 0,1
Chlorure de calcium (CaCl,) 0,1

Sulfate de fer (FeSO4, 7H20) 0,01
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APPENDICE B

Composition détaillée du milieu de culture Zarrouk.

Tableau B.1 : Composition chimique, en gramme par litre d’eau, du milieu de culture

Zarrouk utilisés pour la culture de la spiruline [73].

Milieu de culture Zarrouk
Composé
Hydrogénocarbonate de sodium 16,8
(NaHCO3)
Nitrates de sodium (NaNO:s) 2,5
Chlorure de sodium (NaCl) 1
Sulfate de potassium (K2SOa4) 1
Sulfate de magnésium (MgSQOa, 7H20) 0,2
Chlorure de calcium (CaCly) 0,04
Sulfate de fer (FeSOa4, 7H20) 0,01
Phosphate dipotassique (K2HPO4) 0,5
Acide éthylene diamino tétracétique 0,08
(EDTA)
Solution A5 1ml
Solution B6 1ml

La composition des solutions A5 et B6 additionnées au milieu Zarrouk (tableau 1),

est détaillée dans le tableau 1.
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Tableau B.2 : Composition des solutions A5 ; B6 pour le milieu Zarrouk [73].

Solution A5
Produit chimique Quantité g/l d’eau
H3BOs (Acide borique) 2,86
MnClz, 4H,0 (Chlorure de manganese) 1,81
ZnS0Og4, TH20 (Sulfate de zinc) 0,222
CuSOg4, 5H20 (Sulfate de cuivre) 0,079
MoO3z (Oxyde de molybdene) 0,015
Solution B6
Produit chimique Quantité g/l d’eau
NH4V O3 (Vanadate d’ammonium) 229 x 10
K2Cr2(SO4)4, 24 H20 (Alun de chrome) 960 x 10
NiSQa, 7H20 (Sulfate de nickel) 478 x 10
NaWOs, 2H.0 (Tungstate de sodium) 179 x 10
Ti2(SO4)s (Sulfate de titanium) 400 x 10
Co(NOQ3)2, 6H20 (Nitrate de cobalt) 44 x 10
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APPENDICE C

Courbe d’étalonnage du glucose

Courbe d'étalonnage de glucose
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ARTICLE INFOQ ABSTRACT

Kepiards Cyanobactera designated as Spirslima, Arthraspira and Limmospira are workdwide well-known food and foad
U"T'"ﬂiﬂ::-m supplement sources. Despite their long history of use for human consumption, many indigenous straing remain
Culture 1]

unstudied. Here we performed a genomic and physiclogical characterization of AlglouSall, an Algedan strxin
isolated from the Taguemart region in Tamanrasses. Iis genome was sequenced and compared (via ANT and
PaSitd) te 21 genames af the Arthraspira and Limmaspira gener, indicating that AlglouSall belonged to the
Limnospira genus, with Limmospira fusiformis KNO1 being the closest relative (99.3 %i). Growth was scored in three
different cultuwre media (Hir, Zarrouk, and BG-11), with the highest cell density, 4.76 = 10° cells/ml after 11
days, obtained for Hiri medium. The optimal growth tempersture was 34°C, with automatic agitation producing
the highest yiehds (5.90 + 05 g/1). The aptimal growth pi was nine, with growth decreadng with increasing
alkalinity. Finally, exploring the genome of Limmospira sp. AlglouSall showed the presence of coding sequences
invalved in the bicsynthesis of secondary metabalites such as cyanobactin, terpenes and lanthipepticdes,

Gienomic analysis
Secondary metabolie
Tamanrasset

Algerla

1. Introduction

Although the cyanobacterial genus Limnospira has only recently been
established [1], such cyanobacteria have probably been around since
the rise of oxygen In the atmosphere and oceans during the so-called
Great Owidation Event [2,3]. In 1492, Christopher Columbus, upon
discovering it in Mexico, referred to it as “The Magic Portlon” in the
form of small dried green galettes and the Aztecs harvested and
consumed 1t under the name Tecuitlatl [4]. The first description of
spirulina dates from 1844 [5], was rediscovered around 1930 in Chad
under the name Dihé and in 1940 by the botanist Dangeard [4,6]. It is
important to note that the term “Spirulina”, which is derived from its
filamentous form often coiled In spirals, most oftenly refers o the
commercial name of cyanobacterla belonging to the Limnospira
(formerly Arthrospira) genus. However, it can also refer to a

cyanobacterial genus quite distant from Arthrospira, which is elassified
in another order and non-edible [7,5]. Since 2019, the Limnospire genus
was established, which essentally includes three taxa of Arthrospira
cultivated for commercial and industrial purpeses [1]. Limnospira (as
well as Arthrospira] members are filamentous cyanobacteria, often
referred 1o as blue-green algae because of their richness in plgments,
especially Carotenolds, C-Phycocyanin and Chlorophyll [9,10], but are
nat selentifically classified as algae. They are among the most produced
microorganisms in the world for human and animal consumption
[11,12]. In fact, these microorganisms are the only ones in the world
that are grown and commercially marketed as a food source [13]. They
are often coined as superfood [ 14] because of thelr very high content in
macronutrients [15-17], micronutrients and trace elements [15,19].
They contain high levels of bloactive compounds such as carotenoids,
unsaturated farty acids, phytosterals, polysaceharides and dietary fiber,
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which can serve as preblotics and have a physiological effect on diges-
tion. In addition, they recently also garnered great interest in thera-
peutic fields because of their anti-inflammatory, antioxidant and
cholesterol-lowering properties, as well as support in controlling blood
sugar levels [13,20-23). Finally, Limnospira indica PCC8005 is also
studied within the European Space Agency MELISSA (Micro-Ecological
Life Support System Alternative) project in order to produce food, water
and oxygen for extended space missions [24,25].

Limnospira and Arthrospira are photoautotrophic genera that grow
preferentially in warm, alkaline waters, containing sodium carbonate or
sodium bicarbonate, and rich in nitrogen and phosphorus nutrients
[6,26]. Naturally, they are observed In brackish waters, as well as in
saline lakes of tropical and semi-tropical regions [27]. In addition to
their natural habitats, they can also be grown in culture ponds using
artificial culture medium as well as specialized photobloreactors [6].
Observed optimal growth temperature and pH are between 35-37 'C
and 9.5-10.5, respectively [25]). Although light, natural or artificial, is
essential, strong light (120,000 Ix) leads to decomposition [6].

Taxonomic classification according to their phenotypic and
morphological characteristics appears to be very difficult [6]. As such, &
polyphasic approach is used that combines phenotypic data with mo-
lecular data, Including 16S rRNA, internal transcribed spacer (ITS), the
phycocyanin locus (epeBA-IGS sequences) and the gas vesicle gene
clusters (gwp) [29 35]). Initial phylogenetic studies based on the 16S
rRNA gene divided the Arthrospira genus into three clades [36] and
defined six Arthrospira species: A. geitleri, A. fenneri, A. platensis,
A. fusiformis, A. indica and A. maxima [33). The latter three Arthrospira
species were recently reclassified to the newly established Limnospira

VUN
FUSSIN 2TSTON 22°S530°N 300N 23° 10N

genus: L. fusiformis, L indica and L. maxima [1]. The various strains
within the Arthrospira and Limnospira genera exhibit notable morpho-
logical and genetic resembl posing chall to thelr taxonomic
classification. Based on their phenotypic and morphological traits, spe-
cles from these genera typically manifest as multicellular filaments
known as trichomes, often coiled Into spirals. L. maxima typically dis-
plays a regular spiral pattem, often with relaxed trichomes, while L.
Susiformis shows considerable irregularity in spiral formations, particu-
larly towards the trichome ends, and L. platensis are usually regular fil-
aments with a tapered spiral and few to no gas vesicles (aerotopes)
[31,37).

Although cyanobacterla where already discovered In the Guelta in
the crystalline massif of Hoggar in Tamanrasset (Algerla) in 1988 by
Abdelkader Hirl, Etienne Boileau and Monique Boileau, strain
AlglouSall was only isolated in 2004 by Dr. Hirl. Aouir et al. [35]
examined the extraction of bioactive compounds from this particular
strain, which had the highest amount of carotenoids (5.50 mg/g) and
polyphenols (67.52 mg GAE/g) among the comparative strains. Its
production of extracellular polymeric substances (EPS) was optimized
and phycocyanin extracts studied [39,40]. Finally, Chentir et al. [41]
developed blo-functional films utilizing bovine gelatin and its phyco-
cyanin extract.

The present study aims to characterize strain AlgLouSall by deter-
mining the optimal growth and production conditions, developing the
use of natural ingredients in the culture medium, i.e. Trona (a complex
of carbonates and bicarbonates), exploring its genome and classifying
AlgLouSall taxonomically.

b 4 ;
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Fig. 1. Location mapping of Limnaspira sp. AlglouSall isolation site.
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2, Materials and methods
21, Iselanon

Limneospire sp. AlglouSall was obtained from the culture farm of Dr.
Hiri. It was isolated for the first tme in 2004 from a Guelta located in the
region of Taguemart near the erystalline massif of Hoggar, Tamanrasser,
Algeria (22°5835" N 5°25'17°E) (Fiz. 1). Gueltas, which are one of the
main features of the Hoggar (also known as “Aguelmane”), are vast and
deep-water wells fed by runoff water (rainfall is rare and irregular) and
underground reserves stored in permeable and porous rocks (zandstone
or voleanic rocks). These are carbonate soils (calcimagnesian) poor in
organic matter and saline-alkaline. Gueltas contain living remnants of
flora and fauna that were once more abundant and there is a distinctive
flora adjacent to these water sources, including our izolated strain. The
Hoggar region s influenced by two climatic regimes (1.e. temperate and
wropical). Diurnal temperatures are exceptionally high, with an annual
average of 22.4 °C and can reach above 50 “C.

Optimization and evaluation of growth conditions of the rod-shaped
(Fig. 51) Limnospira sp. AlglouSall was evaluated for a period of 29
days in three different culture media: Zarvouk medium [42], BG-11
medium [43] and Hirl medium. The latter was created and developed
by D, Hirt (16 g/1 rona, 16 /1 urea, 1 g/ NaCl, 0.1 g/1 (NH4 )P0y, 0.5
271 K280y, 0.1 g/1 Mg804-7Hz0, 0.1 g/ CaCly, 0.01 g1 FeS00.TH20).
The trona used was from the Hoggar massifs Edless. Cultures were
maintained at 32 °C under a 12 h photoperiod (continuous light, 2000
Ix) and continuous stirring via an aquarium air pump (=1.51/min). Cell
counts were performed by Mageotte counting chamber (Gu40) and
expressed as number of cells per milliliter. The measurement was carried
out every other day. The starting concentration was around 2.0 = 107
cells/ml.

The impect of temperature (28, 32, 36 and 38 "C) and pH (8, 9, 10
and 11} on growth in Hirl medium was assessed, with pH levels carefully
monitored throughour cultivation. Measurements were conducted every
other day to maintain consistency and adjustments were made with
MNaOH or HCI to keep the pH within the desired range. The effect of
stirring mode (manual or automatic by electric air pump with a speed of
=1.5 I/min) on growth was also evaluated. Five mg (fresh weight)
Limnospira sp. AlglouSall was resuspended in 4 ml distilled water and
the optical density (570 nm) was scored in functlon of dme (2000 Ix).
Oprical density (570 nm) was recaleulated to blomass based on a cali-
beation curve (Fig. $2). Tests were carried out in triplicate.

22 DNA extraction

Limnospira sp. AlglouSall was grown in 250 ml cell culture flasks
(Greiner) containing 100 ml of Zarrouk medium under continuous light
and shaking (128 rpm]) at 25 "C Cells were collected by centrifuging &
ml (10 min, 8000 «g). DNA was extracted as described by Morin et al.
[44]. Quantity and purity were spectrophotometrically determined
using a NanoDrop 2000 (Thermo Scientfic, US.A).

2.3, Whole-genome sequencing. annotadon and plylegenomic analysis

Nlumina sequencing was performed on the Mumina HiSeq 2500
platform  using paired-end sequencing (BaseClear, Leiden, the
Metherlands). Processed reads were de novo assembled using Spades
v3.15.5 [45] with meta flag. The assembly was binned with MetaBinner
[4&] and individual bins evaluated with Checkb v1.2.1 [47] and GTDE-
Tk w2.1.1 [4#]. The contigs in the Limmespira sp. AlglouSall bin were
reardered based on the genome of LimnogWra fusiformis KNOL
(GCF 014489865.2) and are available from the NCBI Sequence Read
Archive under accession number PRINAS26371. Phylogeny was con-
structed with PhyloPhlAn v3.0 using the supermatrix pipeline and
Planktothriv epida PCC 9214 as an owtgroup [49]. The Limnospire sp.
AlglouSall genome was annotated with Prokka 1.14.6 [50]. Clustered

Regularly Interspaced Short Palindromic Hepeats [CRISPR) sequences
were predicted using CRISPRCasTyper 1.8.0 [51]. Prophage regions
were |dentified using the PHASTER tool [52]. AntSMASH was used to
serutinize the presence of secondary metabolite biosynthesis gene
clusters [53].

3. Results and discussion
3.1. Taxonomic pasifion of Limnospira sp. AlplouSall

The draft genome of AlglouSall was compared to 21 genomes of the
Arthraspira and Limmaspira genera via Average Nucleotide Identity (ANI)
[54] and PaSit4 [55] (Fig. 2). The latter is a novel method based on
short-oligonucleotide frequencies [55]. Both ANI and PaSitd assigned
the strain to the Limmogpira genus, with Limnespire fusiformds KNO1 belng
the clesest (99.3 %), Corroborating the results of Misztak et al. [56], ANI
comparisons divided the genomes into two main clusters. For PaSitd,
more clusters could be oheerved when using the most stringent cut-off
(0.22). These results positon the isolate in the Limnospire genus,
which is also supported by phylogenomic analysls based on 400 uni-
versal markers [49] (Fig. 3.

3.2 Effect of medium, pH, temperature and sdrring mode on Limnospira
sp. Alglousall growth

Growth of Limnaspira sp. Alglousall in the different media (Zar-
rouk, BG 11 and Hird) was observed after 7 o 11 days (Fig. 4). This lag
phase was shorter in Zarvouk and BG-11 media (7 days) compared with
Hirl culture medium (11 days). Growth rate appeared to be the highest
in Hirl medium, followed by Zarrouk. In terms of biomass production,
Hirl appeared to be the most efficient, reaching a cell density of 4.76 «
10 cells/ml, followed by Zarrouk with 3.77 « 10° cells/ml. From day 19
onward, a decrease in cell density was observed in Zarrouk and BG-11,
but not in Hird medium. According to Li et al. [57], sodium bicarbonate
rapldly increases pH, which may explain the rapid growth of
AlglouSall on Zarrouk medium (16.8 g/1 sodium bicarbonate) [42].
Delrue et al. [55] observed the maximum growth in Zarrouk on day 10,

The decrease in cell density is probably due to the depletion of the
culture medium and secretion of exopolysaccharides, leading to the
formation of clumps that settle to the bottom of the beaker [6,25]. Ac-
cording toe Fox [0] and Zarrouk [42], secreted exopolysaccharides can
inhibit Limsogpira growth. While the production of exopelysaccharides
by A. platensis can be enhanced by high concentrations of nitrogen
(MaMiDg) and phosphate in the culture mediuvm [57,59]. Limnospira
grown under such salt stress conditions increase thelr carbohydrate
content and decrease their protein content. EPS can regulate excess
carbon in cells and can act as a buffer between cells and air, providing a
wiater reserve a3 observed in Hirl and Zarrouk media [57]. Thus, nutrient
depletion together with light scattering by the blomass could be
responsible for the decreased cell density after 20 days in Zarrouk
medium.

BG-11 culture medium tumed yellow after 20 days (measured pH
was 9.98), suggesting nitrogen deficlency [14]. In fact, the amount of
nitrogen in BG-11 is the lowest of the three tested growth media.

Mext, Hirl medium was selected to evaluate the impact of pH, tem-
perature and stiering mode on growth. For growth in pH 8 to 11, no
differences were observed during the first three days (Fig. 5). From day &
o 12, a significant difference was noticed between pH 11 and pH 8, 9
and 10 (Fig. 5, Table 51} While from day 15, a significant difference
between pH 8 and 10 was observed. The highest blomass was recorded
on day 9 for pH 9 (B.01 + 0.125 g/1) and on day 12 for pH 10 (8 £ 0.5 g/
I

As these cyanobacteria thrive in alkaline environments, they require
a relatively high initial pH. Here, we scrutinized the effect of different
pH values (B-11) on the growth of Limnospira sp. AlglouSall and found
no significant differences. This finding is consistent with prior research
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Fig. 4. Growth of Limnogpire sp. AlglouSall in different culture mesdia.

reporting an optimal pH range of 9 to 10 [28,42,60]. According to
Mahadevaswarmy and Venkataraman [61], maintaining the pH between
8.5 and 9.5 can limit growth due to growth of potential contaminants,
including bacteria and protozea [61,62]. This risk can be mitigated by
keeping the pH closer to 10.5 [63]. The pH significantly influences the
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dizsolution kinetice of jons, particularly the inorganic carbon sources
present in the growth media. At pH 8.5, the solubility of HOO3 ions,
which are the primary constituents of the growth medium, is maximal.
Ag the pH deviates, the solubility of these ions decreases. Zeng et al. [64]
observed a depletion of the carbon source in the medium when the pH
increases above 1005 under bow COg conditions, which could explain the
hampered growth at pH 11 [6,64-66]. Inorganic carbomn, in the form of
G0y, can affect growth in two ways. OOy dissolved in water Is trans-
formed in the presence of light by photosynthesis into organic carbon
and Oz The energy required for growth s provided by respiration, using
organic carbon as a substrate [67]. Based on this, blomass and photo-
gynthetic plgments produced from mixorophic couliures nearly doubled
compared to phatoautotrophic cultures [6H]). In addition, dissolution of
GOy in the culture medium (HzOO05) prevents a pH increase during
growth [64]. As such, these cyanobacteria can contribute to reduce C0g,
a greenhouse gas that leads to global warming, which is one of the most
slgnificant challenges of this cenmury [66].

For the tested temperatures (32, 34, 36 and 38 "C), a significant
difference was ohserved from day 12 onward (Fig. 5). The most optimal
growth temperature was 34 “C, with a biomass concentration of 9.16 £
0.57 g/l on day 14. The highest biomass was observed at day 24 for
growth at 34 °C (Fig. 5, Table 82). Our findings align with ether studies
describing an optimum at 35-37 °C [&,25], but ks slightly higher than the
recommended growth temperature of 30 “C for Arthrospire platensis
grown in Zarrouk medivm [42,60]. Growth at 36 “C and 38 “C was
slgnificantly lower than at 32 °C and/or 34 "C. At 38 °C, a vellow
dizscoloration of the culture was observed. This could mean that lysis had
occurred, expelling polysaccharides into the water and leading to clump
formation that inhibits growth [6]). High temperature (36 and 38 “C)
also decreases CO; solubility that affects the enzymatie activity of
ribulose hisphosphate carboxylase oxygenase (RubisCo), resulting in a
reduction carbon bioconversion rates of 20-30 % [69]. It should be
noted that in the case of large-scale cultivation in closed systems, a
temperature increase of 10-25 °C during the day could be marked due to
solar heating. In the case of open systems, a temperature decrease
because of evaporation can be evident [69]. Potential cooling would
result in a reduction of metabolic rate and a possible change in the
photosynthesis/respiration  ratio [69]. Studies have shown that
maximum chlorophyll levels were obtained when Arthraspira was grown
at 20, while at 15 “C some Arthrogpira strains stop their metabolism
[56]. In addition, high temperatures may result in significant evapora-
tion, leading o increased salt concentrations in the medium and cansing
oot siress. The telerance to temperature extremes (10 °C to 50 °C)

and high salt concentrations [60,70] reflects specific adaptation to the
climatic conditions in thelr natural habitar.

Finally, the effect of stirring (automatic or manual) on growth was
scrutinized (Hid mediom, 30 °C, pH = 9.5, 2000 Ix). No significant
difference was observed during the first 18 days (Fig. 5). Automatic
stirring resulted always the highest blomass (Table $3). Whereas, from
day 27 to 30, a significant difference (p < 0.001) in blomass was
recorded between the two stirring modes. The highest biomass at the
end of the experiment (day 30} was recorded for the automatic stirdng
with an average of 5.90 + 0.25 g1

Concerning the strring mode, our tests have shown that the stirring
muode has no significant effect on the Limnospira sp. AlgLouSal 1l growih.
Although, the highest biomass was observed with automatic stirring.
Apart from natural lake cultures that require no artificial agitation,
varlous methods of stitring are employed in the mass production of this
organism. One methoed s electrical agitation, such as air bubbling, as
utilized in Dr. Hirl's farm in Tamanrasset, Algeria. Other approaches are
the use paddlewheels or alike, which can range from large wheels (e.g.,
2 m in diameter) to smaller variants, blades or more complex networks
of leaf-shaped devices that generate vortices and double photosynthetic
efficiency [6,60,70-73]. In addition, tubular reactors induced by
appropriate pump fow are also utilized [60,74]. Stirring probably im-
proves the disselution of the culture medium constitution [75] and i3
essential for improving GOy solubility and eliminating inhibitory oxygen
[65]. Insufficient agitation can result in oxygen oversaturation that in-
hikits photosynthesis and growth, potentially leading o culture loss
[700]. Other aspects of stirring that impact cultivation are the accumu-
lation of filaments at the surface during still periods, which hinders
proper photosynthesiz or even photolysis [6], and turbulence, which
affects the efficiency of photosystem 11 [76].

3.3 General featires of the Limnospira sp. Alglowsall gemomee

The draft genome of Limnospira sp. AlglouSall consisted of 364
contigs with a total length of 5,341,162 bp and a GC content of 44.57 %
(Flg. 6) The distribution of the Limnespire sp. AlglouSall coding se-
quences (COE:s) in COGs (Fig. 7)) showed that the majority of the CDS8s
have unknown funetions (1024) (Table 54). The others are involved in
different functionalities namely defense mechanisms (80), replication,
recombination and repair (303), secondary metabolites bliosynthesis,
rransport and catabolism (1007, amino acid transport and metabolism
(172), lipid rransport and metabolism (70), Inorganic fon transport and
metabolism (166). Multdple Cas operons were identified, with two
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CRISFR-Cas regions (Fig. 53). This number is comparable with thar of
the other genomes used in this study (Table 55). BLAST analysis of the
spacers resulted either in no hits or to other Arthraspiray Limnospira ge-
nomes (Table S6).

3.4, Secondary metabolites

Secondary metabolites produced by cyanohacteria encompass a wide
ramge of structurally diverse molecules that possess bioactive properties
and are of great pharmaceutical interest [77,75]. Limnrospire sp.
AlglowSall harbors around 100 CDSs in its genome responsible for the
binsynthesis, transport and catabolism of secondary metabolites
(Table 54). Notably, these CDSs include those involved in the synthesis
of cyanobactin, terpenes and class ¥ lanthipeptides (Table 87; File 51).

Limnospire 2p. Alglousall earvies CDSs encoding proteins involved
in the synthesis of enzymes belonging to the large terpene synthase
(TPS) family [70]. TPS enzymes play a crucial role in terpencid
binsynthesis. Terpenes are volatile organic compounds synthesized and
released by microalgse and cyanobacteria [20]. They have significant
nutritional potentlal and are involved in a varety of biological pro-
cesses, Microalgae use terpenes as pigments, while they also serve as
constifuents of chlorophyll, carotenoids and vitamin A [51.52]. In
addition, terpenes produced by cyancobacteria are thought to exert
allelopathic effects on phytoplankion, influencing the growth and
development of other organisms in their environment [53]. For
example, an extract of Linwwospira (Arthraspira platensis) containing tes-
penes had antifungal and antioxidant propertes [54]. Understanding
the genetic and biochemical pathways involved in terpene synthesis
improves our knowledge of these compounds and their potendal ap-
plications in various fields. Indeed, several studies have demonstrated &
relationship between light and terpene synthesis [45]. In addidon, the
vizcosity of Limnospira (A platensis) culture medium can be modified by
terpenes [Hi].

More than 100 natural cyanobacting are known and other cyano-
bacting have emerged through genetic methods [57]. They are present in
terrestrial freshwater cyanobacteria [594] and in foods [27]. Furthes-
more, cryptic cyanobactin Cl¥s have been found in the genomes of
A, platensis NIES-39 and strain Paraca, and are common in the Oscil-
latoria, Arthrospira and Microcysiis genera [27]. These bioactive mole-
cules with diverse biological activities have medicinal properties
[78,80]. Cyanobactins are a group of compounds that encompass both
cyclie [90,91]) and linear peptides [92]. These peptides undergo post-
rranslational modifications facilitated by warious biosynthetie en-
zymes, leading to a diverse arvay of structurally and chemically distinct
compounds [93,%4]. The process responsible for the formation of cya-
nobacting (2 known as heterocyclization, which is catalyzed by PatD-
type heterocyclases. This enzymatic reaction relies on magnesium as
cofactors, which is rypically present in the culture medium of Limno-
spira [U5]. Additionally, zine has been found to play a structural role in
certain eyanobactin heteracyclases [96,97]. Thus, the presence of a
specific peptide recognition sequence s crucial for the proper fune-
tloning of these enzymes [95]. The identification of new gene clusters
willl uncover new enzymatic activities and potentially facilitate the in
viteo production of cyanobacting [Y5]). Overall, the interplay of enzy-
matic reactions, cofactors and genetic factors plays a cruclal role in
cyanobactin biosynthesis. Understanding the mechanisms and genetic
components invalved in this synthesis can lead to a better understanding
of their production, thelr potential applications and the exploration of
new enzymatic activities in biotechnology.

Genes encoding a class V lanthipeptide, which exhibits high anti-
microbial potential [99,100], were also identified in Limmospira sp.
Algloufall. Lanthipeptides, or lantiblotics, are peptides synthesized by
the ribosome that undergo post-rranslational modifications, resulting in
a wide range of structurally diverse scaffolds and, consequently,
different molecules [101,102]. Lanthipeptides are characterized by the
presence of rings, lanthionine (Lan), or methyllanthionine (Melan),

formed through the bireticularization of f-thicether aming acids derived
from serine of threonine residues [102]. These peptides are classified
into five classes.

The interaction between nitrogen and carbon sources can have bath
positive and negative effects on secondary metabolite biosynthetic
pathways. Growth-promoting sources of carbon and nitrogen, such as
glucose and ammonium salts, can have a negative impact on secondary
metabolite production [104]. On the other hand, certain amino acids or
nitrates can stimulate the production of secondary metabolites [105].
Furthermaoge, the presence of specific minerals, notably zine, can also
affect the biogynthetic pathways of secondary metabolites [103]).

4. Conclusion

The Algloufall isolate from Tamanraseet was aselgned to the Lim-
nospira genus, with Limnosping fusiformds KNO1 being its closest relative.
Limnospira sp. AlglouSall grew preferentially in Hirl culture medium,
which contains the natural element trona. [t's a cost-effective medium
with potential for large-scale eultivation because of the natural source of
sodium bicarbonate and nitrogen. Stirring and temperature appeared to
play a significant role in optimal biomass production. The ease of
cultivation and its ability to generate bioactive molecules make Limno-
spira sp. AlglouSall an excellent food alternative. Genome exploration
has demonstrated that AlglouSall contains multiple CDEs for the
bissynthesis of secondary metabolites, including cyanohactins, ter-
penes, and class V lanthipeptides. The further exploration, production
and extraction of such secondary metabolites could present promising
strategies with porential pharmaceutical, medicinal, agriculiural or in-
dustrial applications. Moreover, understanding Alglou511°s biosyn-
thetic capabilities could provide input in developing strategies for
environmental management and sustainability, thereby contributing to
the broader field of biotechnology.
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