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Résumé

Résumé

L’objectif de la présente étude est [’évaluation de [Dactivité antimicrobienne et
hypocholestérolémiante d’une cyanobactérie « Arthrospira Platensis » (Spiruline); Pour cela, nos
avons procédé a un essai de culture artisanale de la spiruline dans un milieu de culture appelé « milieu
de Hiri », en respectant les conditions de culture (pH alcalin, température assez élevée, un bon
éclairage, agitation, un bon séchage, broyage, conditionnement), un contrdle microbiologique et un
screening phytochimique de la cyanobacterie. La culture artisanale de la spiruline, nous ont donné une
quantité de 100 g de spiruline en poudre. Les analyses microbiologiques de la poudre de spiruline nous
ont donné des résultats négatifs avec les germes totaux, Colifomres totaux, Coliformes fécaux,

Clostridium Sulfatoreducteurs, Staphyloccus aureus, Salmonelle et levures et moisissures.

Le sreening phytochimique des extraits aqueux et méthanoliques de la spiruline a révélé la
présence des : tanins, flavonoides, saponosides, stéroides, alcaloides pour les deux extraits et des
protéines pour 1’extrait pour 1’extrait méthanolique. Et I’absence des : anthraquinones, anthocyanes,

coumarines, des sucres réducteurs dans les deux extraits et les protéines dans 1’extrait aqueux.

Le pouvoir antimicrobien de I’ Arthrospira Platensis , a été testé sur huit bacteries (Citrobacter
frendii, Klebsiella pneumoniaea, Proteus vulgaris, Serratia marcescens, Bacillus subtilis,
Pseudomonas aeuginosa, Staphylococcus aureus, et la Escherichia coli) et trois champignons (

saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, Aspergillus brasiliensis ).

Les résultats obtenus ont donné un effet antimicrobien de 1’extrait aqueux a 2% avec le Bacillus
subtillis , Pseudomonas aeuginosa, Staphyloccocus aureus, Citrobacter frendii, Klebsiella
pneumoniaea et la Serratia marcescens avec des zones d’inhibition de respectivement (19, 19, 20 27,
11 et 25 mm) ; Et de I’extrait aqueux & 8% avec la Candida albicans avec une zone d’inhibition de 14
mm. Et aucun effet antimicrobien de I’extrait méthanolique. L’activité hypocholestérolémiante a été
testé sur quinze lapins dgés de huit mois, par ’administration de la poudre de spiruline dans leurs
alimentation, et le suivi de leurs de taux de cholestérol dans le sang. Pour cela nous avons choisi
d’appliquer le test de Mann-Whitney afin de déterminer le taux de réussite de cette expérience; Ainsi
nous avons obtenu les résultats suivants : le taux de cholestérol est stable chez le lot 1 témoin et le lot
3 ayant pris les jaunes d’ceufs plus la spiruline avec leur alimentation ; et nous retrouvons un taux

¢levé chez le lot 2 ayant pris une alimentation riche en jaunes d’ceufs.

Mots clés : Arthrospira platensis, effet antimicrobien, hypocholestérolémie.
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Abstract

The objective of this study is to evaluate the antimicrobial and hypocholesterolemic activity of a
cyanobacterium "Arthrospira Platensis" (Spirulina); for this, we conducted a trial of craft culture of
spirulina, a microbiological control and a phytochemical screening of the cyanobacterium. The
cultivation of spirulina in a culture medium called "Hiri's medium", while respecting the conditions of
cultivation (alkaline pH, fairly high temperature, good lighting, agitation, good drying, grinding,

conditioning) given an amount of 100 g of spirulina powder.

The microbiological analyzes of the spirulina powder gave us negative results with total germs,
total coliforms, faecal coliforms, Clostridium Sulfatoreductors, Staphylococcus aureus, Salmonella

and yeasts and molds.

The phytochemical sreening of the aqueous and methanolic extracts of spirulina revealed the
presence of: tannins, flavonoids, saponosides, steroids, alkaloids for both extracts and proteins for the
extract for the methanol extract. And the absence of: anthraquinones, anthocyanins, coumarins,

reducing sugars in both extracts and proteins in the aqueous extract.

The antimicrobial potency of Arthrospira Platensis was tested on eight bacteria (Citrobacter
frendii, Klebsiella pneumoniaea, Proteus vulgaris, Serratia marcescens, Bacillus subtilis,
Pseudomonas aeuginosa, Staphylococcus aureus and Escherichia coli) and three fungi

(saccharomyces cerevisiae, Candida Albicans, Aspergillus brasiliensis).

The results obtained gave an antimicrobial effect of the 2% aqueous extract with Bacillus subtillis,
Pseudomonas aeuginosa, Staphylococcus aureus, Citrobacter frendii, Klebsiella pneumoniaea and
Serratia marcescens with zones of inhibition of (19, 19, 20 27, 11 and 25 mm); And 8% aqueous
extract with Candida albicans with an inhibition zone of 14 mm. And no antimicrobial effect of the
methanol extract. Cholesterol-lowering activity was tested on fifteen rabbits aged eight months, by
administering spirulina powder in their diets, and monitoring their cholesterol levels in the blood. For
this we chose to apply the Mann-Whitney test to determine the success rate of this experiment; Thus,
we obtained the following results: the cholesterol level was stable in the control batch 1 and the batch
3 had taken the egg yolks plus the spirulina with their diet; and we find a high rate in lot 2 having
taken a diet rich in egg yolks.

Key words: Arthrospira platensis, antimicrobial effect, hypocholesterolemia.
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Introduction générale

Introduction générale

Le groupe des cyanobactéries, anciennement appelées algues bleues, compte parmi l'une des
anciennes formes de vie sur terre et constitue l'essentiel des bactéries capables de réaliser la

photosynthése avec production d'oxygeéne (Charpy et al., 2008).

Parmi ces cyanobactéries, la spiruline, utilisée traditionnellement depuis les années soixante
pour ses propriétés alimentaires (richesse en protéines, béta caroténes, (précurseur de la vitamineA),
de nombreux autres minéraux et vitamine (Ciferri, 1983); particuliérement en vitamineB; ,, et en fer
(Sall et al., 1999), aussi la présence des lipides essentiels rares comme l'acide palmitique, acide
palmitoleique, gamma-linoléique << oméga 6 >(Andrean, 2011). Elle et actuellement I'une des

meilleures solutions pour la production simple d'un complément alimentaire de haute qualité.

Outre ces propriétés nutritionnelles, la spiruline connait aujourd'hui un regain d'intérét de la
part de la communauté scientifique internationale du fait qu'elle est considérée comme source de
substances a vertus thérapeutiques (activé  anti-oxydante, anti-inflammatoire, anticancéreuse,
antivirale, hépato- protectrice, activité sur le systéme immunitaire ....) (Sirnoval, 1993 ; Sguera,

2008).

Les études faites sur la spiruline sont nombreuses et prometteuses nous en citons a titre
d’exemple : 1’effet protecteur de l'extrait aqueux de la spiruline contre la mort cellulaire induite par
les radicaux libres (Chu et al., (2010) , les propriétés anti-oxydantes et anti-inflammatoires de la C-
phycocyanine a partir d'algues bleu-vert (Romay et al.,(1998); ’effet inhibiteur de biofilm de
Spirulina platensis extrait sur les bactéries d'importance clinique (Felix et al., (2015) ; Role de la
Spiruline dans le contréle de la glycémie et de la dyslipidémie chez les Diabétiques de Type 2 (Parikh
etal, (2001);

Dans ce cadre, nous avons essayé de contribuer a la valorisation du potentiel de la

cyanobactérie Arthrospira platensis.
Les objectifs que nous nous sommes assignées sont :

e Présentation d’un essai de culture artisanale de spiruline et sa réduction en poudre.
e Analyse microbiologique de la poudre de spiruline.
e Screening phytochimique des extraits aqueux et méthanolique de la spiruline ;

e Préparation des extraits aqueux et méthanolique a partir de la poudre de la spiruline cultivée.

1



Introduction générale

L’évaluation de D’activité antimicrobienne chez onze souches dont huit bactéries et trois

champignons.

L’¢évaluation de I’activité hypocholestérolémiante chez les lapins.
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Chapitre 1 Geéneéralités

1.1 Phytothérapie

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estime qu'environ 80% des habitants de la
planéte ont recours aux médecines traditionnelles, a base de plantes en tant que soins de santé
primaire (Famsworth et al., 1990).A l'origine, ces ressources étaient employées sous leur
forme brute, puis au fil du temps, les différentes préparations d'extraits et de concentrés ont

permis d' intensifier I'effet médicinal des plantes (Tyler et al., 1999).

Etymologiquement, le terme phytothérapie vient de deux mots grecs : phytho (plante) et
therapeueui (soigner) (Rwangabo, 1993).La phytothérapie utilise les plantes médicinales pour

guérir, voire prévenir les maladies (Chmouny, 2008).
Selon Salle (1991), on peut distinguer deux types de phytothérapie :

1. Une pratique traditionnelle, parfois trés ancienne basée sur I’utilisation des plantes selon
les vertus découvertes empiriquement. Selon I’OMS, cette phytothérapie est considérée
comme une médecine traditionnelle et encore massivement employée dans certains pays
en voie de développement. C’est une médecine conventionnelle du fait de I’absence

d’¢étude chimique.

2. Une pratique basée sur les avancées scientifiques qui recherche des extraits actifs des

plantes. Cette pratique conduit aux phytomédicaments.

1.1.1 Phytothérapie en Algérie
On considére que prés de 757 de la population africaine n'a recours qu'aux plantes qui

l'entourent pour soigner (Pousset, 2004)

A l'instar de certaine pays, en Algérie ; les plantes médicinales et les remédes n'ont jamais
été totalement abandonnés et les gens n'ont jamais cessé de faire appel a la médecine
traditionnelle, ce qui a conduit a maintenir une tradition thérapeutique vivante malgré le

développement spectaculaire de la médecine moderne (Hamza, 2011)

En effet, I'Algérie bénéficie d'un climat trés diversifié et les plantes poussent en abondance

dans les régions cotiéres, montagneuses et également sahariennes. Ces plantes constituent les

3
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remedes naturels potentiels qui peuvent étre utilisé en traitement curatif et préventif (Belouad,

1998).

Ce potentiel comporte plusieurs especes présentant divers objets de recherche scientifique,
mais la majorité de ces plantes médicinales et leurs vertus thérapeutiques restent méconnus et

peut utiliser (Baba Aissa, 2000).

Depuis plusieurs années, un regard particulier est porté sur la recherche de nouvelles
substances d'intérét biotechnologique. Ainsi, sur le marché pharmaceutique et cosmétique,
307 des substances actives ont été développées a partir de substances naturelles dont 10 Zont

¢été 1solées d'organismes marins (John, 1994) dont les algues en font partie.

1.1.2 Avantage de la phytothérapie

Face aux limites thérapeutiques des médicaments chimiques, le développement de la
recherche sur les plantes médicinales a été orienté vers l'obtention de phytomédicaments. Ce
développement constitue une étape indispensable pour I'essor de tout un secteur lié aux
besoins non seulement de la thérapie, mais aussi de l'industrie agroalimentaire, de la

cosmétique et de la parfumerie (Zablocki ,2009).

Malgré les énormes progres réalisés par la médecine moderne, la phytothérapie offre de
multiples avantages. N'oublions pas que de tout temps a l'exception de ces cent derniéres
années, les hommes n'ont eu que les plantes pour se soigner, qu'il s'agisse de maladies

bénignes, rhume ou toux ou plus sérieuses, telles que la tuberculose ou la malaria.

Aujourd'hui, les traitements a base des plantes reviennent au premier plan, car l'efficacité
des médicaments tels que les antibiotiques (considérés comme la solution quasi universelle
aux infections graves) décroit, les bactéries et les virus se sont peu a peu adaptés aux
médicaments et leur résistent de plus en plus. La phytothérapie qui repose sur des remedes
naturels est bien acceptée par I'organisme, et souvent associée aux traitements classiques. Elle
connait de nos jours un renouveau exceptionnel en occident, spécialement dans le traitement

des maladies chroniques comme l'asthme ou l'arthrite (Iserin et al., 2001).

1.2 Algues
Le terme botanique « algue », provient du latin « alga » qui signifie « organisme », apparu
en 1951 permet de designer un organisme photosynthétique sans tige, racine ni tissus

conducteurs dont les cellules reproductrices sont produites dans des kystes.
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Les groupes d’algues exploitées industriellement sont les chlorophycées (algues vertes),
phéophycées (algues brunes), rhodophycées (algues rouge) et cyanobactéries ou

cyanophycées (algues bleu-vert). (Marfaing, 2012).

Utilisées depuis des millénaires par les populations littorales pour leurs hautes valeurs
nutritives; les algues constituent un enjeu majeur de développement économique. (McHugh,

2003)

Pour nos sociétés modernes, en quéte de nouveaux procédés et de molécules actives
innovantes, les micro-algues représentent un formidable potentiel. Leurs nombreuses especes
et leur biodiversité constituent un réservoir de métabolites et de propriétés biochimiques
quasi-inexploré, pour le développement de nouvelles applications biotechnologiques.

(Bougaran et Bruno, 2014)

1.3 La spiruline
1.3.1 Historique

La spiruline est un des plus primitifs organismes apparus sur la terre il y a plus de
3,5 milliards d’années. Elle n’a pas évolué, c’est I’ancétre de tous les organismes vivants, de

la lignée animale comme de la lignée végétale.

Cette algue croit a 1’état naturel dans les lacs saumatres, saturés de soude, dans des régions

chaudes de la terre. (Vidalo, 2008).

Elle est découverte par les européens lors de la conquéte de 1’Amérique. Dans ses
mémoires , le conquistador Cortés rapportés que les aztéques promenaient a la surface du lac
Tex coco des filets & mailles trés serrées pour récolter une sorte de boue colorée qu’ils
faisaient sécher au soleil pour former ensuite des galettes appelées « Tecuitlatl » et qu’ils
consommaient pour améliorer leur performances lors d’activités physiques intenses. (Vidalo,

2008).

En Afrique, certaines tribus de Sahara, consomment depuis bien longtemps la spiruline,
puisée dans des lacs et mares ou elle croit a 1’état naturel, sous forme de galettes nommées

« Dihé » (Vidalo, 2008).

Une mission scientifique redécouvre la spiruline dans les années 40 au Tchad. Les études
sur cette algue ne démarrent véritablement que dans les années 60. Dans les années 70, la

spiruline devient appréciée dans les pays industrialisés du fait de ses excellentes propriétés

5
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nutritionnelles. Par ailleurs, il est utile de mentionner les travaux menés par la NASA et
I’agence spatiale Européennes quant a 1’utilisation de la spiruline dans de futures stations

spatiales (Falquet et Hurni, 2006).

1.3.2 Description et taxonomie

e Morphologie

La Spiruline est une cyanophycée microscopique d’une longueur moyenne
d’environ250 um. Elle est composée de filaments mobiles de 10 a 12 ym de diameétre non
ramifiés et enroulés en spirale, généralement en 6 ou 7 spires. Cette forme hélicoidale lui
donnant ’allure d’un minuscule ressort lui a valu son appellation de « Spiruline ». Cependant
les Spirulines présentent différentes formes. On trouve des formes spiralées classiques,
ondulées et parfois droites. Cette particularité est en relation directe avec les conditions
écologiques rencontrées dans leur habitat (Charpy et al. 2008). Selon (Rippka et al. 1979) la
forme hélicoidale est spécifique au genre spiruline par rapport aux cyanobactéries

filamenteuses. Ce genre est caractérisé par des trichomes a haute spiralisation.

Figure 1. Aspect microscopique de I'Arthrospira platensis (Charpy et al., 2008)

e Taxonomie

La classification systématique de la spiruline a été étudiée par plusieurs auteurs.
Gardner(1917) a suggéré de retenir le nom « Arthrospira »pour les formes a paroi
visiblement cloisonnée et celui de « spiruline » pour les formes a cloisons invisibles

Berguey(1994), les a classés comme suit :

e Ordre : Nostocale

e Famille : Oscillatoriaceae
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e Genre : Spirulina

e Espéce : Spirulina platensis et Sapirulina maxima

1.3.3 Cycle biologique de la spiruline

La spiruline se présente sous forme de filaments constitués de cellules juxtaposées. La
reproduction de la spiruline, asexuée, se fait par division des filaments (Jourdan, 2006). Le
filament de Spiruline a maturité forme des cellules spéciales appelées nécridies. Elles se
différencient des autres cellules par leur aspect biconcave et sont assimilées a des disques
de séparation. A partir de ces derniers, le trichome se fragmente pour donner de nouveaux
filaments de 2 a 4 cellules appelés hormogonies. Les hormogonies vont croitre en longueur
par division binaire (chacune des cellules va donner deux cellules par scissiparité) et prendre
la forme typique hélicoidale. En conditions expérimentales, le temps de génération (passage
d’une génération a une autre) maximal de la Spiruline est de I’ordre de 7 heures. (Zarrouk,

1966) (Mlaraha, 2011). (fig. 02)

Filament

{
S

T| Gaine T
Trichorme Mecridium
Hormogonie

Figure 2. Schéma du cycle biologique de la spiruline (Mlaraha, 2011).
a. Déplacement

La spiruline est capable d’effectuer deux types de déplacement : la motilité¢ et la
flottabilité. Le trichome exerce un mouvement oscillatoire, de forme hélicoidale, en rotation
autour du grand axe. La spiruline peut donc évoluer dans I’eau en se vissant ; ce déplacement
s’effectue a la vitesse de 5 um par seconde. La microscopie ¢€lectronique a permis de

comprendre la motilité des filaments (Doumenge et al., 1993).
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La spiruline peut également fabriquer des vésicules de gaz d’environ 70 nm de long et
10 nm de diamétre, faites d’une chaine de protéines tissées. Ces vésicules ressemblent a des
tubes creux cylindriques comportant des capuchons coniques. Elles se trouvent habituellement
pres des parois terminales des cellules et sont empilées les unes sur les autres, elles se forment
et se remplissent de gaz lorsque la lumiere du soleil apparait : tels des ballons dirigeables,
elles permettent au filament de spiruline de remonter en surface pour recevoir la lumiére et

ainsi commencer la photosynthese (Fox, 1999).

Les cellules sont surchargées par les grandes quantités d’hydrates de carbone fabriquées,
lesquels engendrent une haute pression osmotique interne. Ne pouvant plus supporter cette
pression, les vésicules implosent. Le gaz libéré est compressé et absorbé par les fluides
environnants. Les vésicules s’effondrent et le filament de spiruline redescend vers le fond
obscur. Pendant la nuit, grace au phénomene de respiration précédemment décrit, la majeure
partie des hydrates de carbone accumulés est convertie en protéines, pendant que du CO, est
perdu. Pour recommencer un cycle de photosynthése le lendemain, de nouvelles vésicules de
gaz se forment de sorte que les filaments de spiruline soient a la surface de I’eau avant 1’aube

(Fox, 1999).
b. Répartition géographique

La Spiruline se développe préférentiellement dans des eaux chaudes, alcalines et riches
en nutriments azotés et phosphorés. Plus communément, elle s’observe dans les eaux

saumatres, ainsi que dans les lacs salins de régions tropicales et semi-tropicales.

Son caractére thermophile et ses besoins importants en lumicre limitent son aire de
répartition a une bande intertropicale située environ entre 35° de latitude Nord et 35° de
latitude Sud. Sa forte plasticité écologique permet de la retrouver a 1’état naturel a la fois dans
les lacs alcalins en Afrique (Tchad, Ethiopie, Tunisie), en Amérique latine (Mexique, Pérou),
en Asie du Sud (Inde, Sri Lanka, Thailande). Cet organisme est dit ubiquiste. Il est cependant

beaucoup moins abondant en Amérique du Nord et en Europe (Charpy et al, 2008).
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Tableau 1. Tableau récapitulatif sur la distribution naturelle de la spiruline

Pays Région

Algérie Tamanrasset et actuellement Oran

Tehad Région du Kanem : Lacs Latir, Ouna, Borkou, Katem, Yoan, Leyla,
Badou.

Soudan Cratere du djebel Marra

Madagascar De petits lacs prés de Toliara

Tunisie Lac Tunis ; Chott El Jerid

Zambie Lac Bangweoulou

Congo Mougounga

Inde Lac Lonar et Nagpur

Myanmar Lacs Twyntaung, Twyn Ma et TaungPyank

Pakistan Mares prés de Lahore

France Camargue

Thailande Lac d’Effluents d’une usine de tapioka Provence de Radburi, 80km
au S.0.de Bangkok.

Haiti Lac Gonave

Mexique Lac Texcoco ; Lac Cratere

Uruguay Montevideo

(Fox, 1999)

La spiruline peut méme pousser dans des lacs volcaniques (lac Quiliotoa, en Equateur).
Plus généralement, elle croit dés que I’eau est riche en carbonate ou bicarbonate de sodium,
d’autres minéraux et une source d’azote fixé. C’est pourquoi on peut en trouver aussi dans
certains déserts, a I’endroit de ramassage de 1’eau provenant occasionnellement des

montagnes (Ariel, 2003).

Des projets de production de spiruline et micro-algues en générale sont en cours de
réalisation ou presque achevés dans certains pays pour arriver a satisfaire la demande
nationale et participer a celle internationale vue que la quantité disponible dans la nature ne

couvre cette dernicre (Ariel, 2003).
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1.4 Composition de la spiruline

La spiruline est utilisée en alimentation humaine, compte tenu de ses teneurs en
Protéines, vitamines, minéraux et acides gras non saturés. C'est I'ensemble de tous ses
nombreux facteurs nutritifs qui ont n’en fait un aliment si précieux. La composition chimique

des spirulines est variable selon les conditions de culture (Clement, 1975).
v Protéines

L’analyse des propriétés nutritionnelles de la spiruline révéla tout d’abord une teneur
exceptionnelle en protéines, de 1’ordre de 60 a 70 % du poids sec, c’est a dire deux fois plus
que les meilleures sources de protéines végétales. Par exemple, la farine de soja ne contient
que 35 % de protéines. Les protéines de la spiruline sont complétes car tous les acides aminés
essentiels y figurent, et représentent 47 % du poids total des protéines. Parmi ces acides
aminés essentiels, les plus faiblement représentés sont les acides aminés soufrés: méthionine
et cystéine, qui sont toutefois présents a plus de 80 % de la valeur idéale définie

(Babadzhanov et al., 2004).
v Vitamines

Parmi les vitamines, le béta-caroténe et provitamine A représentent 80 % des
caroténoides présents dans la spiruline; le reste étant composé principalement de
physoxanthine et de cryptoxanthine, ces deux derniers étant aussi convertibles en vitamine A
par les mammiferes (Clement, 1975) .Comme les besoins en vitamine A sont estimés chez
I’adulte a moins de 1 mg par jour, 1 a 2 grammes de spiruline suffisent largement a couvrir
les besoins en vitamine A. D’autre part, I’absence de vitamine A libre exclut un éventuel

risque de surdosage (Quillet, 1975).
v' Acide nucléique

Les acides nucléiques totaux représentent 4,2 a 6 % du poids sec de 1’algue, et ce
faible taux exclut tout risque d’exces d’acide urique chez les consommateurs réguliers de la
spiruline a la dose journaliére recommandée a titre de complément alimentaire (Avino et al.,

2000).
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Tableau 2. Composition d'Arthrospira plantesis en vitamines.

Moyenne Moyenne
Vitamine Vitamine
(mg/kg) (mg/kg)
Biotine 0,4 Tocopherol 190
Cyanocobalamine
0,4 B-caroténe (pro-A) 1700
(Bi2)
Inositol (Bg) 350 Acide ascorbique (c ) 90
Pyridoxine (Bg) 3 Acide folique (By) 0,5
Acide nicotinique
Riboflavine (B;) 40 118
(PP)(Bs)
Thianine (B;) 55 d-ca-pantothénate 11
(Pierlovisi, 2007)
v’ Lipides

La spiruline contient l’acide gamma-linolenique, acide gras a haute valeur
alimentaire, qui est rare dans les aliments courants. Cet acide gras essentiel du groupe des
omega — 6 est présent en quantité relativement élevée de 20,3 % jusqu’a 40 %, soit environ
4% du poids sec selon certains auteurs (Romay et al., 1998). La spiruline peut étre
considérée comme 1’une des meilleures sources connues d'acide gamma-linolenique, apres le
lait humain et quelques huiles végétales peu courantes et fort chéres (huiles d'onagre, de

bourrache, de pépin de cassis et de chanvre) (Falquet et Hurni, 2006).
v Glucide

Les glucides constituent 15a 20 % de la matiere seéche des spirulines (Campanella,
1999). D’autres polysacccharides comme le calcium-spirulan sont composés de rhamnose,
ribose, manose, fructose, galactose, xylose, glucose, acide glucuronique, sulfate et calcium
(Hayashi et al, 1996). Cependant, les glucides simples ne sont présents qu’en tres faible

quantités (Lee et al., 2009).
v' Composition en sels minéraux et oligo-éléments

La richesse de la spiruline en fer, dont la biodisponibilité est deux a trois fois supérieure a
celle de la viande, se révele trés intéressante pour améliorer les anémies ferriprives liées aux

malnutritions protéino-énergétiques (Falquet et Hurni, 2006). La spiruline est aussi une

11
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bonne source de magnésium biodisponible chez I’Homme (Jourdan, 2006). Le potassium est

richement représenté dans la spiruline, atout intéressant dans les pays industrialisés ou le

rapport entre le sodium et le potassium est souvent trop élevé (Sautier, 1975).

Tableau 3. Minéraux et oligoélément contenus chez spirulina platensis

Elément Qualités (mg/kg de biomasse séche)
Cr 11,3 a 14,2
Fe 900a 1176

Zn 554 a 592

Mn 21 a375

Ca 4320

Cl 4890

K 9000

Mg 67022700

Na 4500 a 235000
P 6700 a 9000

v Les pigments

(Avino et al., 2000).

Le systéme pigmentaire présent est constituénde chlorophylle a, mais aussi de pigment

hydrosoluble, les phycobilines rouges (phyco érythine) et bleu (phycocyanine) et de

caronénoides (B-caroténe, cryptoxanthine) et autres (Pierlovisi, 2007).

o La phycocyanine est constituée d’une structure protéique reliée a un chromophore.

C’est un pigment assez rare dans la nature qui absorbe la lumicre dans une longueur de

612650 nanometres. Elle est représentée a une hauteur d’environ de 10a 11% en

moyenne dans la spiruline. Appréciée comme colorant bleu naturel dans I’industrie

agroalimentaires, de nombreuses, recherches sont en cours pour connaitre toutes ses

propriétés. Sa structure particuliere lui confére des propriétés anti oxydantes, anti

radicalaires et détoxifiantes. La phycocyanine stimulerait également la production des

globules rouges et des globules blancs. (Charlemagne, 2008).

12



Généralités

O

La chlorophylle est un pigment essentiel de la photosynthese puisqu’elle transforme
I’énergie lumineuse en énergie chimique. Constituée d’un atome de magnésium en son
centre, la chlorophylle est parfois comparée a ’hémoglobine qui posséde quant a elle
un atome de fer. La spiruline en contient environ1%, ce qui stimulerait les fonctions

de presque tous les organes. (Charlemagne, 2008).

Les caroténoides sont des pigments non azotes dont la coloration varie du jaune au
rouge. La plupart des caroténoides sont des provitamines A indispensables aux
hommes et aux animaux. La spiruline en contient entre 20 et 25 fois plus que les
carottes. La beta carotene représente 80% des caroténoides présents. Les caroténoides
ont une action anti radicalaire. Ils participent également a la croissance et au
développement  de [D’individu, ainsi qu’au maintien de la vision nocturne

(Charlemagne, 2008).

1.5 Toxicité de la spiruline

La qualité sanitaire est 1’état dans lequel se trouve le produit sur le plan bactériologique et

toxique. Un produit alimentaire quel qu’il soit, se doit de présenter une qualité sanitaire

irréprochable n’entrainant pas, chez le consommateur, des troubles de la santé. L’avis

favorable concernant I’emploi de la spiruline dans 1’alimentation humaine a été émis par le

Conseil Supérieur d’Hygiéne publique de France, en 1989. (Tabutin et al., 2002)

11 a émis 1’avis suivant :

La spiruline peut étre utilisée en alimentation humaine (entant que légumes ou

condiments et non en tant que gélifiants ou épaississants) en 1’état ou incorporé a d’autres

denrées alimentaires. Ces algues doivent étre conformes aux spécifications suivantes (valeurs

exprimées par rapport a la matiére séche), en maticre de toxicologie. (Tabutin et al., 2002)

Arsenic minéral< 3mg /Kg
Iode< 500 mg/Kg
Cadmium< 0.5mg /Kg
Mercure < 0.1 mg/Kg
Etain< 5 mg/Kg

Plomb < 5mg/Kg

13
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Selon (Tabutin, 2002) le risque micro biologique est li¢ a la présence de microorganismes
ou de substances ¢élaborées par les microorganismes. Ce risque résulte souvent d’une maitrise
insuffisante des conditions d’hygiéne au cours de la production, du stockage, du transport ou
de la commercialisation des produits. Pour les algues en sachet les critéres micro biologiques

suivants :

— Germes aérobies mésophiles a 30°C < 100 000/g
— Clostridium perfringens < 1/g

— Coliformes fécaux a 44.5°C < 10/g

— Staphylococcus aureus < 100/g

— Anaérobies sulfito-réducteurs a 46°C < 100/g

— Salmonella absente dans 25 g

Il n'existe en 2016 aucun cas de surdose de spiruline documenté dans la littérature
scientifique. Des consommateurs de plus de 10g/jour pendant plusieurs années d'affilées ne
rapportent aucun effets négatifs. En ce qui concerne le risque aigue, aucune donnée ne vient
fixer de limite: des consommations de plus de 100g/jour ne semble ou aucune conséquence
particuliére. Une forte consommation de la spiruline provoque 1'accumulation bénigne de
caroténoides dans la peau, les quelles provoquer une légere coloration orangée (Falquet et

Hurni, 2006).

1.6 Utilisation de la spiruline
1.6.1 Dépollution de I’aire, de I’eau

La spiruline est un grand pourvoyeur d’oxygene. Les foréts jouent un réle important dans
le stockage du gaz carbonique(C0,). Les arbres sont les meilleurs végétaux pour fixer le
carbone : de 1 jusqu'a 4 tonnes par an et par hectare. Mais la Spiruline est encore plus
efficace: dans le désert californien, elle peut fixer jusqu'a 6,3 tonnes de carbone par ha/an; au

méme temps elle produira 16,8 tonnes d'oxygene (ha/an). (Banks, 2007).

1.6.2 Cosmétique

En cosmétique, la spiruline est principalement utilisée comme :

a) Antioxydant /antivieillissant : La Spiruline est riche en béta-caroténe naturel qui agit

comme un complexe antioxydant, en synergie avec les autres caroténoides contenus
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dans la micro-algue. Elle est aussi une source importante de I'enzyme
superoxydedismutase (SOD) dont l'activité antioxydante est importante. La Spiruline va
donc participer efficacement a la lutte contre les radicaux libres de l'oxygeéne et

contribuer ainsi a ralentir les processus de vieillissement. (Banks, 2007).

b) Pour renforcer les ongles, les cheveux, la peau: La spiruline contient toutes les

vitamines et minéraux nécessaires a une peau, des cheveux et des ongles sains.

= La teneur en vitamine A : stimule la pigmentation de la peau et permet de

bronzer plus rapidement et plus uniformément au soleil.

* La teneur en vitamine Bjs : permet a la peau de conserver son hydratation et sa
souplesse, et protege les cheveux contre les agressions chimiques et

mécaniques.

= Lateneur en vitamine Bg : Réduit I'excrétion de sébum, principale cause de la

chute des cheveux. (Banks, 2007).

¢) Agriculture : amendement des terres : L usage de certaines variétés d’algues comme
moyen d’enrichir réguliérement les terres est un savoir-faire ancien commun aux
populations du nord de I’Europe. La généralisation de I'utilisation d’engrais chimiques

apres la deuxieéme guerre mondiale mis fin a ce type de pratiques.

Aujourd’hui, certaines sociétés se spécialisent dans la production d’engrais biologiques.
La biomasse rejetée par les cultures de spiruline pourrait étre valorisée dans ce sens

(Banks, 2007).

1.7 Effet thérapeutiques de la spiruline

Quelques études cliniques montrent les effets bénéfiques de la spiruline telle que la
réduction du cholestérol et des cancers par la stimulation du systéme immunitaire,
I’augmentation des lactobacilles de la flore intestinale, la réduction de la toxicité des reins due

aux métaux lourds et les drogues ainsi que la protection contre les radiations (Darcas, 2004).

v" La lutte contre la mal nutrition

Selon le rapport de FAO (30/10/2006), la malnutrition touche plus de 30% de la
population mondiale, et selon I’OMS et I’'UNICEF, un (01) sur trois (03) en Afrique et un
(01) sur cing (05) en Asie souffrent de malnutrition (FAQO, 2006).
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Par sa facilité de culture, sa capacité de récolte, son équilibre nutritionnel, la spiruline

pourrait constituer une solution efficace aux problémes de la malnutrition.
v/ Stimulation du systéme immunitaire

Plusieurs expériences positives été réalisées sur les animaux montrent que la spiruline
régulerait favorablement le systéme immunitaire en augmentant [’activation des

macrophages et les cellules naturellement destructrices (NK) (Borchers et al., 2007).

v' Dans les régimes amaigrissants : pour ses taux importants en protéines

etenphénylalanine, qui réguleraient I’appétit (Parikh et al., 2001).

v Pour I’amélioration des capacités sportives : par ses teneurs en fer, en vitamine B,

eten B-caroteéne qui faciliteraient la récupération (Parikh et al., 2001).
v" Pour lutter contre 1’asthénie par son apport en oligoéléments et vitamines.
v Pour ses effets sur la sénescence : par les propriétés antioxydantes du B-caroténe,de la
phycocyanine et de la vitamine E, elle serait un frein au vieillissement des cellules.
v’ son activité antioxydante liée a la phycocyanine(Parikh et al., 2001).
v’ son activité anticoagulante liée au Spirulane Calcique (Sp-Ca) et au
SpirulaneSodique (Sp-Na) (Parikh et al., 2001).

v Pour renforcer le systéme immunitaire grice aux polysaccharides (Parikh et al.,

2001).

v' Pour son activit¢ antivirale : liée au sulfoquinovosyldiacylglycerol riche

enSulfolipides (Parikh et al., 2001).
v" Pour son activité anti tumorale liée a la phycocyanine (Parikh et al., 2001).

v Pour son activité pour diminuer le cholestérol grice aux acides graspoly-insaturés

omeéga-3 et oméga-6 (Parikh et al., 2001).

v Pour ses autres actions sur la santé : une diminution du diabéte chez I’homme (Parikh

et al,. 2001).
v Une activité anti-inflammatoire sur les articulations (Remeriz et al., 2002).

v" Une hépato protection ; un effet possible de la molécule Spirulane-sodique dans la

prévention de I’athérosclérose (Yamamoto et al., 2006)
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Figure 3. Schéma récapitulatif des effets biologiques de la spiruline (Yougbare, 2007).
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Chapitre 2 Materiel et Méthodes

Notre étude expérimentale s’est étendue sur période de cinq mois et s’est déroulée au

niveau de plusieurs laboratoires :

- Laboratoire de la Facult¢ des Recherches Agro-Alimentaires de la wilaya de Blida
(Annexe de I’Université Saad Dahleb ex SEMPAC), pour la préparation des extraits de la
spiruline.

- Laboratoire d’Hygiéne et Sécurité de la wilaya de Blida, pour la réalisation de I’activité
antimicrobienne.

- L’hopital de Béni Slimane dans la wilaya de Médéa, pour la mesure du taux de

cholesterol pour 1’évaluation de I’activité hypocholestérolémiante

2.1 Matériel
2.1.1 Matériel biologique
a) Matériel végétal

Le matériel végétal utilis¢ dans ce travail est I’algue bleue verte Arthrospira plantesis
(Léonard 1964). La souche meére nous a été aimablement fournie en culture dans un flacon de
deux litre sous forme de solution (liquide) par la ferme d'aquaculture du CNRDPA (Centre
National de Recherche et de Développement de la Peéche de 1'Aquaculture) d'Ouargla ; puis
cultivée artisanalement a domicile dans la région de Médéa (Béni Sliman) jusqu'a l'obtention

d'un produit fini (poudre séche de spiruline).

e Une quantité d’environ 100g de la spiruline nous a été munie par M. Hiri (AbdelKader
Hiri est docteur en géophysique-géomagnétisme de 1’université parisienne Pierre et
Marie Curie, et, cultivateur de la spiruline au sud algérien Tamanrasset) pour la

vérification de 1’activité antimicrobienne.
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Figure 4. La spiruline (Arthrospira plantesis) liquide et séche (original 2016).

b) Matériel Animal

Les animaux utilisés pour évalué¢ l'activité hypocholestérolémiante sont en nombre de
quinze, des lapins, de la race albinos croisé, des deux sexes mal et femelle agés de 8 mois,
dont la moyenne de poids est de presque 1600g ; L ¢levage et les prélévements sont réalisés a

domiciles ;

Les lapins ont été repartis en 3 groupes, a une la température du climat (température de la
nature) ; 2 un régime alimentaire naturel (salade, orge,..), eau du robinet, le temps de

s’habituer a leur nouvel habitat pendant presque une semaine.

¢) Les Microorganismes
Les souches de bactéries et champignons étaient fournis par le laboratoire d’hygiéne et

sécurité de Blida.
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Tableau 4. Caractéristique des souches microbienne testées.

Bactéries Lieu/Référence Type
Citrobacter freundii Hopital Gram _
Klebsiella pneumoniae Hopital Gram _
Proteus vulgaris Hopital Gram _
Serratia marcescens Hopital Gram _
Bacillus subtilis ATCC 9372 Gram +
Pseudomonas aeuginosa ATCC27853 Gram _
Staphylococcus aureus ATCC25923 Gram +
E.coli ATCC25922 Gram _
Champignons

Saccharomyces cerevisiae ATCC 2601

Candida albicans ATCC 24433

Aspergillus brasiliensis ATCC 16404

2.1.2 Matériel non biologique
Le matériel non biologique englobe toute la verrerie, réactifs chimiques et appareils du

laboratoire, détaillés en annexe

2.2 Méthodes

2.2.1 Culture de la spiruline

La production de spiruline se fait a plusieurs échelles: artisanale, semi-industrielle et
industrielle. Les éléments de différenciation de ces modes de production sont la surface totale
des bassins de culture et leurs surfaces unitaires, les moyens et matériaux utilisées, les degrés

de technologie ainsi que 'objectif. (Charpy et al., 2008)

La culture de notre spiruline est passée par les mémes étapes obligatoires, lesquelles seront

décrites ci-apres, sur la base des méthodes artisanales

a) Condition essentielles de la culture
La culture de 1’Arthrospira plantesis(Léonard 1964) peut se faire dans plusieurs milieux

différents dont les plus connu sont: milieu HIRI, milieu ZERROUK, milieu JOURDAN.

Dans la présente étude, nous avons choisis d'utiliser le milieu Hiri du point de vue

économique et la disponibilité des produits nécessaire a la culture.
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Ce milieu est constitué d’eau distillée et de sels minéraux, avec un pH compris entre 9 et

10 dans les proportions sont citées dans le tableau suivant :
e Milieu de culture

I1 s’agit d’une solution de sels minéraux dans de I’eau. Ce liquide doit apporter a la spiruline
tous les ¢léments chimiques qui lui sont nécessaires. Le pH du milieu de culture (c’est-a-dire

son degré d’alcalinité) doit &tre compris entre 8.0 et 11.

Tableau S. Composition du milieu de Hiri (pour un litre d’eau distillée).

Quantité .
Composé Composé Quantité (g/1)

(g/D
Bicarbonate de soude s Sulfate de potassium 05
(NaHCO3) (K,S0,) '
Chlorure de sodium o1 Chlorure de calcium o1
(NaCl) (CaCl,) '
Phosphate

Sulfate de magnésium
d’ammonium 0.1 (MgS0,) 0.1
g
(NH,H,PO,) )
Sulfate de fer(FeSO0,) 0.01 Urée azotée CO(NH,), | 0.1
e pH

Le pH sera entre 8,5 et 10,5 (Jourdan, 1999), naturellement, la spiruline a tendance a

alcaliniser le milieu (Danesi et al., 2004).
e Température

La température du milieu de culture influence directement la vitesse de croissance de la
spiruline: bien qu’assez résistante au froid (jusqu’a 3-5°C au dessus de z€ro), la spiruline ne
commence a croitre d’une manicre appréciable qu’au dessus de 20°C. La vitesse de croissance

est maximale vers 35-37°C. Elle est assurée par un chauffage ¢lectrique d'aquarium.
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e Lalumiére

Une culture en bonnes conditions de concentration et de température pourra étre exposée
avec profit & un maximum de lumiére naturelle. Nous réduisons volontairement la luminosité

par ombrage. Nous avons remplacé la lumiére naturelle par une ampoule de 75W.
e Agitation

Il est impératif d’agiter, au moins occasionnellement (2-4 fois par jour), une culture de
spiruline. On favorise ainsi une dispersion homogene de la spiruline dans le liquide, et son

exposition a la lumiére. Agitation manuelle 2 a 3 fois par jour.

Figure 5. Culture artisanale de la spiruline (Arthrospira plantesis) (original 2016).
e Ensemencement

Pour ensemencer il suffit de transvaser dans du milieu de culture neuf un certain volume de

culture mére jusqu'a ce que la couleur devienne verte.
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Figure 6. A gauche : La souche diluée de la spiruline (original 2016) - A droite: La

souche mére de la spiruline (original 2016).

Figure 7. L'ensemencement de la spiruline (Arthrospira platensis) (original 2016).
e Récolte

Lorsque la concentration de la culture passe au-dessous 2-3 cm, on procede a la récolte. La
concentration est mesurée avec une regle graduée plongée perpendiculairement dans le milieu

de culture.
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(c)

(d)

Figure 8. Etapes de récolte la spiruline fraiche (original 2016) : Filtration ; (b) Séchage ;

(¢) & (d) Transformation en poudre.

2.2.2 Analyse microbiologique de la spiruline

La contamination par les micro-organismes pathogeéne peut se produire a n’importe quelle

phase de la manipulation des aliments ; d’ou la nécessit¢ des analyses microbiologiques

(Prescott et al., 2003).
Tableau 6. Les germes recherchés :

Echantillons | Germes recherchés Milieux de culture | Température (°C) et

Analysés temps d’incubation(h)
Germes totaux PCA 30°C/72h
Coliformes totaux VRBL 37°C/24-48h

Spiruline Coliformes fécaux VRBL 44°C/24-48h
Clostridium  sulfito | VF+additif 37°C/24-48h
réducteurs GC, Chapman 37°C/24-48h
Staphylococcus TSE, SFB+additif 37°C/24-48h
aureus YGC 22°C/3 a Sjours
Salmonelle
Levures et
moisissures
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% Analyse microbiologique de la poudre de spiruline
Préparation de la suspension mére et dilutions décimales:

On réalise généralement a partir de la suspension des dilutions successives en progression
géométrique a raison de 10, le diluant est en générale celui qui a servi a préparer la suspension

mere.

Nous introduisons aseptiquement 25g de produit a analyser dans un flacon stérile taré
contenant au préalable 225 ml de diluant soit le TSE (Tryptone Sel Eau), puis nous

homogénéisons pendant 6 a 8 minutes.

Cette suspension constitue alors la dilution mére qui correspond donc a la dilution 1/10 ou

(10-1).
- A partir de la dilution meére nous préparons les dilutions décimales ;

- Nous introduirons ensuite aseptiquement a 1’aide d’une pipette en verre
graduée et stérile, un volume de 1ml de la dilution mére dans un tube a vis
stérile contenant au préalable 9ml de diluant TSE, puis nous homogénéisons,

et cette dilution est alors au 1/100 ou (1072) ;

- Ensuite nous prélevons aseptiquement, 1ml de la dilution 1/100 ou (1072) que
nous introduirons dans un tube a vis stérile contenant au préalable 9ml du
diluant TSE, puis nous homogénéisons et cette dilution est alors au 1/1000 ou

(1073).

a) Recherche et dénombrement des germes aérobies mésophiles

v Principe

Elle consiste a la mise en contact de ces microorganismes aérobies mésophiles avec un
milieu de culture adéquat « Plate Count Agar » (PCA) pour permettre leur croissance et leur

développement en vue de les dénombrer sous forme de colonies lenticulaires a 30°C.
v" Mode opératoire (NF 08-051, 1992/ISO 4833)

- A partir des dilutions décimales allant de 10-3 a 10-1, porter aseptiquement

Iml dans une boite de Pétri vide préparée a cet usage puis numérotée.
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- Couler ensuite environ 15ml de gélose (PCA) préalablement fondue dans un

bain mariepuis refroidie a 45+1°C.

- Homogénéiser le mélange par des mouvements circulaires en forme de « 8 »

pour permettre a I’inoculum de se mélanger a la gélose.

- Laisser solidifier sur la paillasse ; puis incuber les boites couvercle en bas a

37°C pendant 72 heures.
Lecture:

Le dénombrement est effectué en prenant en compte le nombre des colonies lenticulaires en
masse compris entre 30 et 300colonies. On multiplie le nombre trouvé par I'inverse de sa

dilution. Les résultats finaux sont exprimés en UFC/ml ou UFC/g de produit analysé.

b) Recherche et dénombrement des levures et moisissures
Les levures et les moisissures sont des champignons microscopiques ; qui se trouvent dans
I'environnement des denrées alimentaires. Ce sont des indicateurs d’une contamination

environnementale non maitrisées par les traitements technologiques (Branger et al., 2007).
v Principe:

Le dénombrement est réalisé sur gélose « Yeats extract Glucose Chloramphenicol » (YGC)
qui permet la croissance des levures et moisissures en inhibant le développement des

bactéries.
v" Mode opératoire (NA 59 11, 1996)

- A partir de la suspension meére ou des dilutions décimales, transférer

aseptiquement 1ml de produit a analyser dans des boites de Pétri stériles.

- Couler dans chacune des boites de Pétri, environ 15ml de gélose (YGC) ;

fondu puis refroidie et maintenue a 47 + 2°C dans un bain d’eau.

- Me¢langer soigneusement avec des mouvements de va-et-vient et en forme de «

8 » pour bien homogénéiser la gélose et I’inoculum.
- Laisser le mélange se solidifier sur une paillasse pendant 15 minutes.

- Incuber les boites couvercle en bas a 22°C pendant 5 jours.
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Lecture:

Pour le dénombrement des colonies, on fait la distinction entre les levures et les moisissures
selon leur aspect macroscopique : les moisissures sont des colonies toujours pigmentées, a
I’aspect velouté plus ou moins renflés et les levures sont des colonies ressemblant a celle des
bactéries, pouvant avoir des bords réguliers ou irréguliers, des formes convexes ou plates et

sont souvent opaques.

Multiplier le nombre trouvé par I’inverse de la dilution et les résultats sont exprimés en

UFC/ml ou UFC/g de produit analysé.

¢) Recherche et dénombrement des coliformes totaux et coliformes fécaux

v Principe :

Les deux groupes de micro-organismes les plus utilisés comme indicateurs de contamination
bactérienne sont des coliformes totaux et coliformes fécaux. (Desjardins, 1997). Les
coliformes se distinguent des autres entérobactéries par leurs aptitudes a fermenter le lactose,
leurs détections consistent a incuber 1’échantillon a 37°C pendant 24h a 48h dans le milieu «

Violet Red Bile Lactose agar » (VRBL).
v' Mode opératoire (NF V08-050, 1992)

- A partir des dilutions décimales allant de 10-3 a 10-1, porter aseptiquement 2
fois 1ml de chaque dilution dans deux boites de Pétri vides préparées a cet

usage et numeérotees.

- Compléter ensuite chaque boite avec 15ml de gélose (VRBL) préalablement

fondue et refroidie.

- Faire ensuite les mouvements circulaires et de va-et-vient en forme de « 8 »

pour bien mélanger la gélose a I’inoculum.
- Laisser les boites solidifier sur paillasse.
- Puis incuber les boites couvercles en bas pendant 24 a 48h :
e A 37°C pour la premiére série qui servira a la recherche des coliformes totaux ;

e A 44°C pour la deuxieme série qui servira a la recherche des coliformes fécaux.
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v" Lecture

Les coliformes (totaux et fécaux) apparaissent en masse sous forme des petites colonies de
couleur rouge fonce, brillantes de 0.5mm de diamétre, dont le nombre est compris entre 30 et
300 colonies, on multiplie le nombre trouvé par 1’inverse de dilution. Le résultat est exprimé

en UFC/g ou UFC/ml de produit analysé.

d) Recherche et dénombrement de Staphylococcus aureus

v Principe

Les Staphylococcus aureus sont des germes aéro-anaérobie facultatifs, possédant une
catalase, sont capables de réduire le tellurite de potassium en tellurite métallique, qui se
traduit par un virage du milieu « GIOLITTI CANTONI » (GC) au noir ; elles ont la
particularité d’utiliser le mannitol présent dans le milieu Chapman avec production d’acide,
qui se traduit par un virage du rouge de l’indicateur coloré (rouge de phénol) au jaune ;

donnant des colonies pigmentées en jaune. (Bougreois et Leveau, 1980).
v" Mode opératoire (NF V08-014, 1994)

La recherche de Staphylococcus aureus se fait en deux étapes :

1. Enrichissement

- Prendre aseptiquement 1ml des dilutions décimales dans des tubes contenant

15ml du milieu de GC additionnée de tellurite de potassium.
- Me¢élanger soigneusement le milieu et I’inoculum.
- Incuber les tubes a 37°C pendant 24 a 48 heures.
v Lecture:
Les tubes ayant virés au noir sont considérés comme positifs.
2. Isolement

- Les tubes ayant viré¢ au noir, doivent faire 1’objet d’une confirmation par
isolement sur gélose Chapman préalablement fondue et coulée en boites de

Pétri et bien solidifiée.
- Incuber les boites de Chapman ensemencées a 37°C pendant 24 a 48 heures.
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Apres ce délai, repérer les colonies suspectes a savoir les colonies de taille moyenne, lisses,

brillantes, pigmentées en jaune.
v Lecture

Apreés I’incubation, dénombrer les colonies circulaires, lisses, brillantes et pigmentées en

jaune due a la fermentation du mannitol ; comprises entre 30 et 300 colonies.
Les résultats sont exprimés en UFC/ml ou UFC/g.

*Note : Si le résultat est positif on proceéde a la confirmation par 1’eau oxygénée pour savoir si

les colonies sont pourvues d’une catalase et d’une coagulasse.

e) Recherche et dénombrement de salmonelles

v Principe

Les salmonelles sont des bactéries difficiles a étre isolé, vu leur nombre trés faible ; pour
cela, il est nécessaire de procéder a un pré enrichissement qui permet aux bactéries stressées
de récupérer toutes leurs potentialités et & un enrichissement qui favorise leur multiplication

(Larpent, 1997).

Ce sont des anaérobies facultatifs, ne fermentent pas le lactose mais fermentent le glucose
avec production de gaz de I’hydrogeéne sulfuré (H2S) a partir de thiosulfate ce qui est traduit

par des colonies bleu vertes avec ou sans centre noir.

v' Mode opératoire (NF V08-052, 1993)

7

+» Pré-enrichissement : il est destiné a revivifier les cellules de facon a faciliter la

culture dans les bouillons d’enrichissement sélectif.

- Introduire aseptiquement 25g de I’échantillon a analyser dans un flacon
contenant 225ml de tryptone sel-eau stérile (TSE) constituant ainsi la solution

mere.

- Incuber le flacon a 37°C pendant 18 a 24 heures.
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/7

¢ Enrichissement primaire

- A partir du milieu de pré-enrichissement, prélever un volume de 10ml dans un
flacon stérile contenant 100ml de milieu sélectif « Bouillon Sélénite Cystéine

» (SFB) (D/C+cystéine).
- Incuber le flacon a 37°C pendant 24 heures.

- Le résultat positif se traduit par un virage de la couleur du milieu du jaune au

rouge.

*

< Isolement et enrichissement secondaire

- A partir du milieu d’enrichissement primaire positif : isoler 0.1ml sur gélose
HECTOENE + additif SFB sélénite azide de sodium (une ampoule par flacon
de gélose coulée et solidifié dans des boites de Pétri) puis prélever 1ml dans un
tube stérile contenant 9ml du SFB (S/C+cystéine) pour un enrichissement

secondaires.

- Incuber les boites ainsi que les tubes a 37°C pendant 24 heures.

/7

% Isolement et lecture

- A partir de milieu d’enrichissement secondaire ; isoler 0.1ml sur gélose
HECTOENE + additif SFB sélénite azide de sodium (une ampoule par flacon
de gélose coulée et solidifiée dans des boites de Pétri) pour un deuxieme

isolement.

«+ Lecture

Les résultats négatifs signifient ’absence de salmonelle.

- Les colonies Salmonelle apparaissent sur la gélose HECTOENE en couleur

bleu verdatre ou gris bleu avec ou sans centre noire.

) Recherche et dénombrement des Clostridium sulfito-réducteurs

*

¢ Principe

Le genre Clostridium est constitu¢ de Bacilles a Gram Positif, Anaérobies Stricts, mobiles,

mais parfois immobiles et capsulés.
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Ces bacilles subsistent sous forme sporulée lorsque les conditions de vie deviennent
défavorables a leur multiplication et font partie pour la plupart de la flore normale intestinale

de ’homme et des animaux.
% Mode opératoire (NF V08-056, 1994)

Au moment de I’emploi et apres fusion de la gélose « Viande-Foie » (VF), celle-ci est

refroidie dans un bain marie d’eau a 45°C. Ajouter une ampoule d’alun de fer et une ampoule

de sulfite de sodium (5%).
- Me¢élanger soigneusement et aseptiquement.

- Prévoir une série de tubes stériles a raison de deux tubes par dilution, repartir

aseptiquement 1ml de chaque dilution en doubles.

- Porter les tubes au bain marie a 80°C pendant 10min, puis les refroidir

immédiatement sous I’eau de robinet (choc thermique).

- Ajouter environ 15ml de gélose (VF) préte a I’emploi dans chaque tube, et
laisser solidifier les tubes sur paillasse incubé a 37°C pendant 24 a 48 heures

avec une premicre lecture a 16 heures.

*

< Lecture

Les tubes considérés positifs sont ceux qui contiennent les colonies noires de Clostridium

sulfito réducteurs.
Les résultats sont exprimés en nombre de spore par ml ou g de produit a analyser.

2.2.3 Screening phytochimique

a) Méthode d’extraction pour Screening chimique

La phytochimie qualitative basé sur des réactions colorées ou de précipitation par des réactifs
chimiques spécifiques réalisées sur les extraits reconstitués a partir de la poudre lyophilisée de
chaque échantillon pour une premiere estimation des données préliminaires sur les
constituants des extraits. Les groupes phytochimiques sont nombreux, mais on peut citer les
principaux : les alcaloides, les polyphénols (flavonoides, anthocyanes, tanins), les

saponosides, les stéroides, les coumarines, les terpenes (Bougandoura, 2010).

31



Matériel et Méthodes

La méthodologie adoptée pour l'extraction des principaux métabolites de la spiruline est

représentée dans les figures 9 et 10.

Poudre de la
Spiruline

Maceration Extraction avec
pendant 24h MeOH/Eau (9:1)

I

Filtration

Résidu de la
Spiruline

Filtrat

Extrait Brut
Methanoique

Figure 9. Méthodologie d'extraction méthanolique des principaux métabolites de la

spiruline.

Poudre de
Spiruline

—L—

1 g de poudre
avec 20 ml
d'eau tiede

Maceration
pendant 24h

Filtration

Résidu de la
Spiruline

Extrait Brut
Aqueux

Figure 10. Méthodologie d'extraction aqueuse des principaux métabolites de la spiruline.

b) Détection des métabolites secondaires

1. Test des tanins

Les tanins sont mis en évidence a partir de 1 ml de l'extrait placé dans un tube en présence de

quelques gouttes de FeCl3. Apres agitation de l'extrait, la couleur vire au bleu noir en
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présence de tanins galliques et au brun verdatre en présence de tanins catéchiques

(Vijayakumari, 2013)
2. Test des coumarines

Les coumarines sont révélées a partir de 2 ml d'extrait placé dans un tube est ajouté a 3 ml de
NaOH (10%), aprés agitation de 1'extrait, la formation d'une couleur jaune indique la présence

de coumarines (Seladji, 2013)
3. Test des anthocyanes

Les anthocyanes sont détectés en placant Sm d'extrait dans un tube auquel en ajoute 15 ml
d'H2HSO4 a (10%) (Milieu acide), apres agitation, le mélange est ajouté a 5Sml NH40H a
(10%) (Milieu basique). La présence d'anthocyanes est affirmée par une coloration bleu

violacée en milieu basique (Savithramma, 2011).
4. Test des flavonoides

Un mélange de quelques gouttes de mg2+ et de gouttes d'HCL concentré, placé dans un tube,
est ajouté a 2ml d'extrait .l'apparition de la coloration rose, orange ou rouge indique la

présence des flavonoides (Vijayakumari, 2013).
5. Test des anthraquinones

Pour la détection des anthraquinones, 10ml d'extrait sont ajoutés a Sml de NH4OH a (10%).
Aprés agitation quelque minute, l'apparition d'un anneau rouge indique la présence

d'anthraquinones (Samejo, 2013).
6. Test des saponosides

Pour la détection des saponosides ,10ml d'extrait placé dans un tube a essais sont agités
pendant 15 secondes puis déposées durant 15 min. Une hauteur de mousse persistante,

supérieure a 1 cm indique la présence de saponosides (Boutalbi, 2014).
7. Tests des terpénes
Test des stérols et tri terpénes

Les stéroides sont relevés apres addition de Sml d'anhydride acétique a Sml d'extrait a chaud.

Le mélange est ajouté¢ a 0.5 ml d'acide sulfurique concentré. Aprés l'agitation l'apparition, a
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l'interphase, d'un anneau pourpre ou violet, virant au bleu puis vert, indique une réaction

positive (Boutalbi, 2014).
8. Test des alcaloides

Les alcaloides ont été caractérisés a partir des réactifs de Mayer ou Wagner.10ml d'extrait
sont évaporés jusqu'a I'obtention d'un volume de 0.2ml, sur lequel 1.5ml de HCL a (2%) sont
ajoutés. Apres agitation de la solution acide ,1 a 2 gouttes de réactifs Mayer ou Wagner sont
ajouté. L'apparition d'un précipité blanc jaundtre ou brun indique la présence d'alcaloides

(Seladji, 2013).

¢) Métabolites primaires

1. Test de protéine

2 ml de l'extrait aqueux est ajouté 5 a 6 gouttes NaOH a 5%, apres agitation on ajouté 5 a 7

gouttes de CuSo4.l'apparition de couleur violet indique la présence de protéine (Samejo,

2013).
2. Test de sucre réducteur

2 ml de I'extrait aqueux ,2ml de solution Fehling (A+B) placé dans un tube porté aébullition

T'apparition de précipité rouge indique la présence (Boutalbi, 2014).
Détermination de la teneur en phycocyanine

La méthode la plus précise pour mesurer la teneur en pigments est la colorimétrie. Soit C %
la concentration de spiruline seche mise a tremper dans l'eau autour de 4 %. Nous avons laissé
décanter et nous avons prélevé une solution bleue. Puis environ 0,5 a 1 ml de la solution
décanté sont Dilu¢ avec de I'eau. Avec un ce facteur de dilution (DIL), en volume. Mesuré par
Spectrophotométre, la densité optique 615, et a 652 nm (Jourdan, 2012). Puis calculé le % en

poids de phycocyanine par la formule:
1,873 x (DO615-0,474 DO652) x DIL /C
DIL: le facteur de dilution en volume ;

C : concentration de la spiruline.
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2.2.4 Activité antimicrobienne
L’activité antibactérienne a été étudiée sur onze souches (bactéries et champignons).afin de
prouvé le pouvoir inhibiteur des extraits de la spiruline sur la prolifaration des

microorganismes.

a) Préparation des extraits
On a préparé deux extraits aqueux et méthanolique afin de savoir quel est le meilleur solvant

et extracteur des composants actifs de la spiruline.
% Extrait aqueux:

Pour obtenir un extrait brut de 1’Arthrospira platensis (Léonard 1964), on effectue une
extraction par macération a froid en mettant la maticre végétale séchée en contacte avec I'eau

distillée figure (11).

Figure 11. Préparation d'extraits aqueux de la spiruline (original 2016).

— Trois macérations ont été effectuées 2% (2g de poudre de spiruline dans 100ml d’eau
distillée), 4% (4g de poudre de spiruline dans 100ml d’eau distillée) et 8% (8g de

poudre de spiruline dans 100ml d’eau distillée) ;

— La macération a pris 24 h avec agitation magnétique a I’abri de la lumic¢re dans une

température ambiante ;
— Filtration sur papier Wattman n°9 ;

— Obtention d’un extrait d’une couleur bleu.
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+» Extrait méthanolique:

Figure 12. Préparation d'extraits méthanoliques (original 2016).
— Macération de 30 g de spiruline dans 300 ml de méthanol ;
— Agitation magnétique pendant 24 heures ;
— Filtration sur papier Wattman pendant 2 heures ;

— Concentration de la phase organique a sec a 1’aide d’un rota vapeur (évaporateur

rotatif) ;
— Récupération de I’extrait et évaporation du reste du solvant dans 1’étuve a 60°C ;

— Obtention de 4,07g d’extrait méthanolique (Chbanil et al.; 2011).

Figure 13. Récupération et séchage 1'extrait méthanolique (original 2016).
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% Préparation des dilutions de I’extrait méthanolique :

- dissoudre ’extrait organique a quatre concentrations : 50mg, 100mg, 200mg et
400mg (qui est le point de saturation pour Iml de DMSO), et ne les utiliser

qu’apres 24 heures.

b) Préparation des suspensions bactériennes

Les différentes souches bactériennes sont d’abord repiquées par la méthode des stries dans
des boites de Pétri contenant le milieu Mueller Hinton, puis incubées a 37 °C pendant 24 h.
Une ou plusieurs colonies de chaque culture pure sont prélevées et transférées dans 1’eau
physiologique stérile a une turbidité équivalente a 0,5 Mc Farland. De méme étape pour les

champignons sauf que le milieu qu'on utilis¢ est Sabouraud a une température de 26°C.

Chaque souche a tester devrait étre ensemencée en stries sur une gélose non inhibitrice afin
d’obtenir des colonies isolées. Aprés une incubation d’une nuit a 35°C, sélectionnez 4 ou 5
colonies bien isolées avec une aiguille d’ensemencement ou une anse et transférez la colonie
dans une solution stérile de sérum physiologique ou un bouillon non sélectif (bouillon
Mueller-Hinton) et homogénéisez a 1’aide d’un vortex. La suspension bactérienne devrait
alors étre comparée au standard McFarland 0,5. Cette comparaison peut étre faite plus
simplement si les tubes sont observés contre une feuille de papier blanc sur laquelle des lignes
noires sont dessinées. Le standard McFarland doit aussi étre homogénéisé juste avant
utilisation. Si nécessaire, la turbidit¢ peut étre diminuée en ajoutant plus de sérum

physiologique ou de bouillon ou augmentée en ajoutant plus de suspension bactérienne.

¢) Application
Préparation des boites de Pétrie, en les remplissant avec les milieux de culture : MH
(MULLER-HINTON) pour les bactéries et le Sabouraud pour les champignons et les laisser

gélifier. Environ 4 mm de hauteur de milieu de culture.

-Ensemencement des souches de bactéries et champignons a 1’aide d’un écouvillon stérile

pour chaque souche.

- Imprégnation des disques absorbants de 9 mm avec ’extrait et les disposer a
I’aide d’une pince stérile sur les surfaces des boites de Pétrie-Incubation des
boites contenants les souches bactériennes dans une étuve réglée a 37°C et des

boites contenants les champignons a une étuve réglée a 26°C.
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- Lecture des résultats aprés 12 heures pour les bactéries et 48 pour les

champignons qui se traduit par une zone transparente autour du disque.

2.2.5 Activité hypocholestérolémiante
Les lapins sont placés dans une salle bien aérée, a une température ambiante ; suivant un
régime alimentaire naturel (salade, orge,..), eau du robinet, le temps de s’habituer a leur

nouvel habitat.

Apres quelques semaines de leur arrivé (trois a quatre semaines) ; les lapins sont
repartis au hasard en trois groupes de cing, pour D’attribution de nouveaux régimes

alimentaires pendant quatre semaines :
= Un groupe A (témoins) : aun régime alimentaire naturel ;
= Un groupe B : alimentation mixte (jaunes d'ceuf + spiruline) ;

= Un groupe C: alimentation riche en cholestérol -jaunes d’ceuf- (Cheong et al.,

2010).

Le prélevement du sang est effectu¢ a l'aide d’une seringue jetable sous I’oreille ; sous
supervision d’un vétérinaire, le sang est recueilli dans les tubes a essai est analysé au niveau

du laboratoire de I’hopital de Béni Slimane pour 1’analyse du cholestérol.

Le dosage de cholestérol se fait manuellement (technique colorimétrique de Maghreb)

suivant ce protocole:
v Centrifugation des échantillons a 3000 tours /min (tpm) ;
v' Onmet 1CC du blanc dans les tubes de dosage ;
v' Le premier tube, le blanc seulement ;
v" Le deuxiéme tube, on ajouté 10 ml de I'étalon ;
v' Les autres tubes =blanc+ 10 ml de sérum ;
v Incubation des tubes dans le bain marie pendant 5 minutes ;

v' Le spectrométre pour la lecture de taux du cholestérol dans le sang.
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a) Etude statistique

La statistique est I'¢tude de la collecte de données, leur analyse, leur traitement,
l'interprétation et leur présentation afin de rendre les données compréhensibles par tous. C'est
a la fois une science, une méthode et un ensemble de techniques. Dans notre cas nous avons
choisi d’appliquer le test de Mann-Whitney ; un test non paramétrique, comparant deux

¢chantillons indépendant de petite taille.

La loi de Mann-Whitney suit la formule suivante :

ny (’1"11 + 1}

U =mn, + B —
1 172 > 1 2 2 5 2

U= min(Ul, U:}

Sachant que :
U : le test de Mann-Whitney
n; : le nombre de I’effectif au sein du lot;

R : le rang c’est-a-dire, I’ordre dans lequel apparaissent les observations des deux

¢chantillons lorsqu'ils sont réunis et triés.
Et
- On considere que le Ugririgye et €gal a 2.
-Ona nl1l=n2=n3=5
Et
Si U est inférieur au Ugyitigye On considére qu’il y a un changement

Si U est supérieur au U,.,-;;i,,,. ON considére qu’il n’y a pas de changement
critique
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Chapitre 3 Résultats et Discussion

3.1 Résultats et discussion

3.1.1 Culture artisanale de la spiruline
L’identification de I’espeéce a été faite en juillet 2016 au niveau du (CNRDPA) a

Bousmail (Tipaza). Par observation sous microscope optique de la souche

Arthrospiraplatensis a différents grossissements.

o Grossissement 400

Figure 14.0bservation de la spiruline sous microscope optique Gx 400 (Original, 2016).

o Grossissement 1000

Figure 15. Observation de la spiruline sous microscope optique Gx 1000 (Original,

2016).
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La souche identifiée appartient au genre d’Arthrospira de type droit (M2).Les filaments
obtenus lors de I’identification ressemblent a ceux enregistrés dans les clichés au CNRDPA et

aussi a ceux trouvées par :

1- Mr Ali Saggai (LABO ECOSYSTEMES UKM OUARGLA) 12/12/2007 et 06/01/2008.
2- Antenna technologie, 2005.
3- Melle Afafe Djaghoubi (université kasdi Merbah a Ouargla).

De récents travaux portant sur la biologie moléculaire de la spiruline ont démontré
I’extréme homogénéité génétique des diverses especes de la spiruline (Nelissen et al., 1994 ;
Scheldeman et al., 1999 ;Manen et al., 2002). Il est bien établit que la variation de
conditions de culture provoquent facilement de forts changements dans la composition
biochimique des spirulines. Les différences de teneur en protéines, en lipides, en vitamines ou
en minéraux entre telle et telle espéce de spiruline sont, probablement, bien plus liées aux

conditions de croissance de chaque échantillon qu’a d’hypothétique spécificité génétique.

3.1.2 Résultats du controle microbiologique

Les analyses effectuées sur la poudre de spiruline utilisée montrent une conformité avec les
normes établie sen France, I'absence des germes d'indice de contamination fécale (coliformes
fécaux, coliformes totaux) et une absence totale des germes pathogénes (Clostriduiumsulfito-
réducteure, Selmonnelles, Staphyloccocus aureus, Enterobactéries) et absence des germes
d'altération (levures et moisissures), indiquant que 1'échantillon ne présente aucun danger pour

le consommateur.

Tableau 7. Résultats de 1'analyse microbiologique

Germes recherchées Résultat d'analyse Normes frangaises
Germes totaux Absence <10000
Coliformes totaux Absence -

Coliformes fécaux Absence <10

Clostridium sulfito réducteurs Absence <100
Staphylococcus aureus Absence <100

Salmonelle Absence Abs/25¢g

Levures et moisissures Absence -

41



Résultats et Discussion

La bonne qualité microbiologique de la spiruline séche est due a la nature alcaline élevée
de son milieu de culture qui constitue une barriere contre la pluparts des contaminations; cette
bonne qualité indique aussi que notre poudre spiruline (Arththrospira plantesis) est fabriquée

dans de bonnes conditions d'hygiene.

3.1.3 Screening phytochimique

Tableau 8. Résultat du screening phytochimique

' Extraits
Meétabolites | Polyphénols :
méthanolique Aqueux
Tanins + +
anthroquinones - -
Flavonoides + +
Coumarines - -
Saponosides + +
Terpenes | Stéroides + +
Alcaloides + +
o Sucres réducteurs - -
Primaires
Proteines + -

Les résultats de criblage chimique sont obtenus a partir de poudre épuisés par 1’eau, et le
méthanol. La recherche, des anthraquinones, des composés réducteurs, des anthocyanosides,

sont négative mais celle de flavonoides, des tanins et des alcaloides été positive.

Il est a signaler que les saponosides, les stérols et stéroides et protéines sont présents en
forte quantité dans la spiruline. D’autre part, les coumarines sont des classes de familles

chimiques totalement absentes dans la spiruline.

La présence des principaux métabolites secondaires chez la spiruline suggére une activité

photosynthétique et énergétique, comparable a celle des plantes.

Le criblage réalisé a permis de constater la présence des cinq grands groupes chimiques,

les tanins, les flavonoides, les stérols et stéroides et les saponosides, alcaloides.
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Anbarasan et al. (2011) ont rapporté la présence des mémes classes de familles chimiques

retrouvées au niveau la spiruline.
Phycocyanine

D’aprés nos résultats obtenus la phycocyanine représente une valeur de 10,62 = 0,01% soit
(10,62 + 0,01mg/g). Cette valeur est similaire a celle trouvé par Jourdan (2012) dont la

valeur est de 10 % de la spiruline séche.

Spirulina platensis est une excellente source de phycocyanine. La phycocyanine aurait une
activité antitumorale. Elle induirait un mécanisme d’apoptose (autodestruction) des cellules
cancéreuses (Li et al., 2006), aurait une activité antioxydante et un réle d’hépato protection.
En outre, la forte teneur en ce pigment pourrait étre d’un grand intérét industriel (Chopra et
Bishnoi, 2007). Phycocyanines constituent environ 15-25 % du poids sec des microalgues
(Bermejo et al., 1997; Romay et al., 2003 ). la phycocyanine de la Spiruline conduit a la
protection des ilots pancréatiques, la diminution de la glycémie a jeun. Elle est caractérisée
par la capacité anti-oxydante totale de maintenir et diminuer le cholestérol et les triglycérides

(Downham et Collins, 2000 ; Ou et al., 2012).

3.1.4 Activités Biologiques
a) Activité antimicrobienne

v" Rendement de I’extrait aqueux :

L’extrait aqueux initial de 2% s’est réduit apres filtration a la moitié, donc 100ml nous a

donner 50ml de ce méme extrait.

v Calcul du rendent de I’extrait méthanolique :

M1 X100 _ 407 x 100

= 13.579
m, 30 %o

ml : la masse de I’extrait sec avant évaporation.

m2 : la masse de la matiere végétale seche.
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Figure 14. Résultat de I'activité antimicrobienne des extraits de spiruline.

Les résultats obtenus dans notre travail montrent que les souches qu'on a étudié sont
sensibles aux l'extrait aqueux par une zone de diameétre maximal de 27 mm et une zone
minimal de 11 mm pour la concentration de 2% (2g dans 100ml d’eau distillé) pour le
Bacillus sbtilis, Pseudomonas aeugenosa, Stahylococcus aureus, Citrobacter Freundii,
Klebsiella pneumoniae et Serratia marcescens; alors que la Candida albicans s’est monté
plus résistance jusqu’a la concentration de 8% ( 8g dans 100ml d’eau distillée).par contre dans
les boites contenant les disques imbibés des extraits méthanolique on ne remarque aucune

zone d’inhibition.

Certains études comme Sahreen et al., (2010) montrent que le méthanol et I’eau ainsi que
leur mélange a différents ratios sont les solvants les plus utilisés pour une haute récupération

de composés phénoliques.

Les souches étudiées montrent une résistance a 1’extrait méthanolique et non pas aqueux de
la méme cyanobactérie, Cette différence serait due au fait que la sensibilit¢ d'un
microorganisme a un extrait dépend non seulement de l'extrait, mais aussi du microorganisme

lui-méme et de I’environnement ou se situe I'action (Meyer et al., 1988)

Ces résultats sont proches de ceux de Boutalbi, ( 2014) qui enregistre que la plus faible

activité antibactérienne est celle de I’extrait méthanolique.
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L’étude microbiologique présente montre que la spiruline a un effet sur les bactéries Gram

positif et bactérie Gram négatif et les champignons.

Chez les champignons la spiruline n’a eu un effet antifongique que sur la Candida

albicans, ces résultats sont similaires a ceux de El-Baz, (2013)

Des études ont montré que 1’activité antimicrobienne de 1’extrait aqueux de spiruline, vis-
a-vis des agents pathogenes, est liée a la composition des acides gras (Santoyo et al., 2006) et

d’autres composés volatiles tels que les polyphénols (Herrero et al., 2006)

L’activité antibactérienne des métabolites extracellulaires a été identifiée chez d’autres
cyanobactéries (Nostoc commune). Ce travail montre que cette activité est également présente
chez Arthrospira platensis. Elle serait cependant modérée en comparaison aux antibiotiques
usuels, tels que la kanamycine. Toutefois, il faut rappeler que ces métabolites sont efficaces
dans des traitements locaux d’infections épidermiques (oedéme et eczéma), dans les

utilisations traditionnelles par les peuplades du Ghanem au lac Tchad. (Brouers, 2004)

b) Résultats de I’évaluation de I’activité hypocholestérolémiante
Les analyses des échantillons sanguins ont été effectuées au niveau de 1’hdpital par la

technique Biomaghreb (Annexe)

Nous avons réalis¢é un prélévement sanguin pour mettre en évidence le parametre
hématologiques des lapins des trois lots (lot 1 témoin, lot 2 avec un régime alimentaire riche
en jaune d’ceufs et le lot 3 avec un régime alimentaire enrichi de jaune d’ceufs plus la spiruline

en méme temps.

Les résultats de la mesure du taux de cholestérol dans le sang de chaque lapin des trois lots

sont :

lapin 1 lapin 2 lapin 3 lapin 4 lapin 5
lot 1

1,90 2,01 2,10 1,85 1,80
lot 2

2,50 2,66 3,03 2,87 2,53
lot 3

2,00 1,86 1,95 2,01 2,00
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Taux du cholestérol de chaque lapin, dans chaque lot.
3.50
3.03
3.00 787
50 2.66 253
' 2.50
5.00 2.00 2.01 2.10 2.01 2.00 Lot 1(témoins)
1.90 1.86 1.95 a8 1.80 Lot 2 (Ch)

150 Lot 3 (Ch_S)
1.00
0.50
0.00

Lapin 1 Lapin 2 Lapin 3 Lapin 4 Lapin 5

Figure 15. Résultats de I’activité hypocholestérolémiante

On peut remarquer que les résultats du lot témoin et le lot de lapins ayant pris la spiruline
sont trés proches dont les valeurs sont comprises entre 1,86 et 2,01 g/l ; lors que ceux du

deuxieme lot sont plus élevés allant de 2,50 jusqu’a 3,03 g/l.

Les résultats du test statistique Mann-Whitney appliqué entre les lots: 1 et2; 1 et3; 1 et

3 selon la formule suivante sont :

ny(ny + 1) nay{n, + 1)
Ul=ﬂ1nz+T—Rl Uz=”~1“z+%— 2
= mil.’l(Ul, Uz}

Ranks lapin 1 lapin 2 lapin 3 lapin 4 lapin 5
lot 1 3,00

4,00 5,00 2,00 1,00 R1=15
lot 2 6,00

8,00 10,00 9,00 7,00 R2=40
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U1=40-15=25
U2=40-40=0
U=min(25,0)=0<2
U est inférieur au Ugyizjqye ON considere qu’il y a un changement, c'est-a-dire que, lors de
’attribution des jaunes d’ceufs a I’alimentation du lot 2, le taux de cholestérol a augmenté par

rapport au lot 1 témoin.

Ranks lapin 1 lapin 2 lapin 3 lapin 4 lapin 5
lot 1 4,00| 8.5
10,00 2,00 1,00 R1=25.5
lot 3 6.5 8.5 6.5
3,00 5,00 R3=29.5

U1=40-25.5=14.5
U3=40-29.5=10.5
U=min(14.5,10.5)=10.5>2

U est supérieur au Ucritigue ON considére qu’il n’y a pas de changement, c'est-a-dire que,
quand nous avons ajouté les jaunes d’ceufs plus la poudre de spiruline a 1’alimentation du lot 3

le taux de cholestérol ne varie presque pas par rapport au lot 1 témoin.

Ranks lapin 1 lapin 2 lapin 3 lapin 4 lapin 5
lot 3 3.5 3.5

1,00 2,00 5,00 R3=15
lot 2 6,00

8,00 10,00 9,00 7,00 R2=40
U3=40-15=25
U2=40-40=0

U=min(25,0)=0 <2
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U est inférieur au Ucyitique On considere qu’il y a un changement, c'est-a-dire que, 1’ajout
de la poudre de spiruline a 1’alimentation des lots 2 et 3 ayant tous les deux pris les jaunes

d’ceufs a fait une différence en stabilisant le taux de cholestérol chez le lot 3

La spiruline contribue par son effet antioxydant a une meilleure répartition du cholestérol
entre les HDL (cholestérol non oxydé¢ protecteur) et les LDL (cholestérol oxydé athérogéne)
et les VLDL (lipoprotéine de trés basse densité). Plusieurs études ont démontré que
I’absorption de la spiruline, avec son fort taux d’acide gamma linoléique, engendrait une
diminution du cholestérol et une baisse significative de dépots graisseux dans les artéres. Un
bienfait de la cyanobactéries prouvé par plusieurs études comme (Park et al., 2008) (Parikh

et al., 2001)

La spiruline est doué¢ d’une activité hypercholestérolémiante; du fait de sa contenance en
acides gras polyinsaturés (AGPI) oméga 3 et oméga 6 prévenant ainsi I'accumulation du
cholestérol dans l'organisme. Ceci pourrait explique en partie la diminution des taux de
cholestérol en triglycéride. Vérifier par Ramamoorthy et Premakumari (1996) a réalisé
une ¢étude sur 30 personne volontaires présente une hypercholéstéremie sévere une associé a
une HTA de degré modéré. Ils ont regu 4,5 gr de la spiruline par jour pendant 8 semaines
sans modifier leur régime alimentaire habituel. Le taux de cholestérol diminue de 4,5 %, le

taux de LDL baisse de 6,1% sans perte pondéral.
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Conclusion générale

® [La présente ¢tude a porté sur une cyanobactérie, qui a attiré 1’attention des chercheurs
pour le bénéfice qu’elle apporte comme complément alimentaire en premier lieu, puis

pour ses vertus thérapeutiques : [’Arthrospira platensis (Spiruline).

Nous avons présenté un test de culture artisanal de la spiruline, qui a abouti a une poudre

préte a I’utilisation directe dans I’étude et a la maitrise de ce type d’aquaculture.
Le contrdle microbiologique a montré que la poudre est propre a la consommation.

Le screening phytochimique basé sur des spécifiques colorimétriques révele la présence de
métabolites primaires et secondaires (tanins, alcaloides, flavonoides et protéines...) ce qui

lui confére ses propriétés thérapeutique.

Par ailleurs les résultats du test pharmacologique de 1’extrait aqueux et méthanolique de la

spiruline a mis en évidence :

e Un pouvoir antimicrobien de I’extrait aqueux a 2% inhibant ainsi le développement
des souches: Bacillus subtilis, Pseudomonas aeuginosa, Staphylococcus aureus,
Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae et Cerratia marcescens , alors que, la

Candida albicans n’a cessé de croitre qu’a la concentration de 8% .

L’effet hypocholestérolémiant testé sur la poudre de spiruline (consommé directement) a

¢été prouvé par une dose journaliére de spiruline.

Notre perspective d’avenir est d’étudier chaque extrait séparément puis isoler, purifier et
identifier les différents composés qui existent et tester leurs activités anti oxydantes et

biologiques.
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Annexe

e Matériels utilisés

— Agitateur magnétique ;

— Bain marie ;

— Becbenzeéne ;

— Becher 50ml, 200ml et 250ml ;
— Boites de Pétri ;

— Burette ;

— Capsule en porcelaine ;

— Centrifugeuse ;

— Coupelle en aluminium ;

— Dessiccateur ;

— Distillateur ;

— Ecovion ;

— Eprouvette ;

— FEtuve;

— Etuveréglable a 25°C ;

— FEtuveréglable a 37°C ;

— Fiol conique de 150ml ;

— Flacon stériles de 250 ml en verre ;
— Frigoa 6°Cet 12°C;

— Papier filtre ;
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— Pince métallique ;

— Pipette, spatule, mortier, bécher ;

— Pipettes de 1 ml a usage bactériologique ;
— Portoirs ;

— Tubes a essai.

Appareillages et autres

Fig2. Spectrophotometre (a gauche), Centrifugeuse (a droite).
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FigS. Préparation des extraits (aqueux et méthanoliques) de la spiruline.
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Composition des milieux de cultures et solutions

e TSE (Tryptophane-sel-eau)

— Tryptone ..........ccooeiiiiinn. lg

— Chlorure de sodium............. 8, 5¢g
— FEaudistillée...................... 100g
- pH=7,2.

e Gélose PCA (G¢lose glucosé a I’extrait de levure ou Plate Count Agar) pour le

dénombrement des GAMT

— Peptone de caséine............... Sg/l.
— Extrait de levure................. 2,5g/1.
— Glucose ....ooviiiiiiiii, g/l
— Agar ... 18g/1
- pH=7

e VF : Gélose viande foie pour le dénombrement des germes aérobies sulfito

réducteurs
— Base viande foie ...l 30,0g
— Glucose.....oviiiiii 20¢g
— AZAr 6,0 g
— Eau ... 1000 ml.
- pH=74
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— Extraitde viande............................ 5,0g.
— -Extrait autolytique de levure ............. 5,0g.
— Glycine ....ooovviiiii 1,2g.
— Mannitol..............oooi 20,0g.
— Pyruvate de sodium........................ 3,0g.
— Chlorure de sodium ......................... 5,0g.
— Chlorure de lithium ......................... 5,0g.
— Tween80.....ccooeiiiiiiiiiiiii, 1,0g

— pH=6,9+0,.

e Chapman milieu pour confirmation de la présence des staphylococcus aureus

— Peptone...... ..o 11,0 g.

— Extraitde viande................coo 1,0g.

— Chlorure de sodium..............ccoovviiiiiiiinnnn.n.. 75 ¢

— Mannitol...........ooi 10,0 ¢

— Rougedephénol................oooiiiiii L 0,0025 ¢
— AZAT . e I5¢g

— Eaudistillée..........oooiii 1000 ml.
— PH. 7,4

e SFB (Sélénite — cystine) Milieu sélectifs d’enrichissement des Salmonelle

— Composition pour la préparation d'un litre de milieu.

— Peptone........ooiii Sg.
— Lactose.. oo 4g.
— Hydrogéno sélénite de sodium............ .............. 4g.
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— Hydrogéno-orthophosphate dissodique ................ 10 g.
— Eaudistillée..........ooooii 1000 ml.
— pH=7

e Hektoen pour I’isolement des Salmonelle

— Composition pour la préparation d'un litre de milieu :

— Peptone trypsique de viande..................oooeeen 12 g.

— Extrait autolytique de levure .....................oel 3g.

—  Lactose.....eii 12 g.

— Saccharose........c.oviiiiiiiii 12 g.

— SaliCine. . ..o 2g

— Chlorure de sodium............ccooviviiiiiiiieininninn... S5g.

— Thiosulfate de sodium................ccooviiiiiiinnnn... Sg.

— Citrate ferrique ammoniacal.....................cooeee. 1,5g.

— Bleu de bromothymol.....................o 0.065 g.
— Fuchsine acide.............coooiiiiiiiiii e, 0.04 g.
—  Sels biliaires. .....c.ooviiiiiii i 1.5g.

— A AT 13, 5g
— Eaudistillée...........oooooiiii 1 000 ml
- pH=7,6

e Gélose agar viande foie

— Extrait de viande foie ...................oil 10g
— GlUCOSE . v 10g
— AMIdON......ooii 50g
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— GlOSE. . e 15¢
— Peptone........oooiiiiii 20g
— EBaudislillée.............oo 1000ml
- pH=7

e Bouillon VBL (Bouillon Lactosé bilié au Vert brillant)

— Peptone ..o 10g
— Lactose ...ooouiiiiii 10g
— Vertbrillant.................ooooii 0.0133¢
— EBau ... 1000ml

— pH=7a25°C

e Réactif de Kovas

— Diméthylamino-benzaldéhyde ...................... 5¢g
— Meéthyle-3-butanol-1...............coooiiiinie 75ml
— Acide chlorhydrique a37 ..........ccooviiinnn. 25ml

e Milieux de YeatextractGlucose Chlormpheniol (YGC)

— Extraitde ... 10g

— GlUCOSE . v 10g
— Chloramphénicol ..............c.ocoiiiii. 0,01

— Agar Agar ...l 15,00

- pH=6,6 a0,22a25°C
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Tab 1. Composition de la spiruline (Girardin ; 2005)

Compositions

Role

Carence

Protéines végétales

70 % du poids sec, avec tous les AA,
y compris les AAE et les acides aminés
soufrés méthionine et cystéine
- Croissance et entretient des cellules. -
Responsable de la contraction musculaire. -
Role enzymatique pour diverses réactions dans
insuline. -

I’organisme. - Role hormonal ex :

Roéle immunitaire immunoglobuline et

anticorps. - Bon état des os, de la peau,

tendons, cartilages, épiderme, ongles, cheveux

Perte de poids. -
Tube  digestif
anorexie,
dysphagie,
diarrhée,
constipation. -
Dysfonctionnement
asthénie,
diminution de
capacités a D’effort.

- Notion de maladie

chronique

Glucides

15 a 25 % du poids sec, tres peu de glucides
simples, surtout des glucides complexes
sous forme de polysaccharides membranaires

aux propri¢tés immunostimulantes

Lipides

jusqu’a 11 % maximum du poids sec, a noter
la présence d’acide gamma-linolénique,
AGE (acides gras essentiels) du groupe
des oméga 6, précurseur des prostaglandines,
des leucotriénes et des thromboxanes,
médiateurs chimiques impliqués
dans les processus immunitaires

et inflammatoires

Béta-caroténe(ou

provitamine A)

jusqu’a 1 800 mg par kilo, il participe
au mécanisme de la vision, au métabolisme
de la peau, au systéme immunitaire.
C’est aussi un antioxydant particulierement

efficace

sécheresses et
démangeaison des
yeux - diminution

de vision nocturne

Vitamines du

ces co-facteurs sont tous présents
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groupe B

dans la spiruline, impliquée dans tous

les métabolismes, la synthése des hormones
et enzymes, la transmission de I’influx
nerveux, la production d’énergie,

le systéme immunitaire

B1 (thiamine)

vitamine de 1’effort - permet la transformation
en énergie des aliments - indispensable au
fonctionnement des muscles notamment
cardiaque - transmission de 1’influx nerveux -

équilibre psychique - croissance de 1’enfant

fatigue - irritabilité
- trouble de Ila

mémoire -

confusion verbale

fourmillement,

engourdissement
faiblesse

musculaire

B2 (Riboflavine)

transformation en ¢énergie, lipide, protide,

glucide - bon état de la peau et des muscles

trouble oculaire

perte des cheveux

amaigrissement,
glossite
B3 (Niacine:PP) ¢laboration de plusieurs hormones - bon état de | fatigue - Trouble
la peau et du tube digestif digestif nausée,
vomissement -
Anorexie
B5 (acide | transformation en énergie, lipide, glucide - | fatigue - Trouble
pantothémique) renouvellement de la peau, muqueuse et | digestif nausée,
cheveux - bon fonctionnement des muscles, | vomissement -
nerfs. Anorexie
B6 (pyridoxine) régulation des fluctuations  hormonales | régles douloureuses
féminines - bon fonctionnement du systéme | - troubles
nerveux psychiques
B7 (choline) constituant des tissus nerveux et cérébral

B8 (biotine)

bon état de la peau et des cheveux

B9 (acide folique)

protection du systéme nerveux - formation de

globule rouge

fatigue - anorexie -

anémie

Vitamine

on ne la trouve que dans | - entretien des

anémie
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B12(cyanocobalam | la viande rouge. tissus nerveux
ine) Elle est indispensable a la
fabrication
des globules rouges
C (acide | stimule le systéme immunitaire, antioxydant - favorise 1’assimilation
ascorbique) de fer et du calcium - contraction musculaire et controle de

I’ossification action sur la cicatrisation

D (calciférol) bon fonctionnement du cceur et de la | carence en calcium
coagulation sanguine - bon état des os et des | - décalcification
dents - régulation du taux de calcium et de
phosphore

Vitamine E ou | anti-oxydant puissant - Action protectrice | fatigue - trouble

tocophérol contre les effets nocifs de Ila pollution | neuromusculaire -
atmosphérique et du tabagisme. anémie

F (acides gras | processus hormones et enzymatiques - bon état | effets du cceur,

essentiels) des membranes cellulaires - régulation du | foie, reins - perte
systéme nerveux des cheveux

K - anti-hémorragique - hémorragie

Minéraux Calcium

+ Magnésium +

Santé des muscles :

construction et entretien - transmission de

I’influx nerveux - fonctionnement normal de muscles

phosphore
Phosphore production d’énergie au niveau cellulaire - | sensibilit¢ accrue
favorise 1’action de certaines vit B aux infections et
une anémie
Magnésium transformation en ¢énergie des aliments - | fatigue, crampes -
constitution de nouvelle cellule - relichement | manque d’appétit -
des muscles insomnies, allergie
- hypertension
artérielle, une
apathie
Calcium coagulation sanguine - essentiels aux | douleur et crampe

productions métaboliques

musculaire -

ostéoporose - caries
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dentaires -
hypertension

artérielle - trouble
de comportement -

ralentissement de la

croissance

Fer ¢laboration de globule rouge anémie se
manifestant par :
fatigue manque de
résistance aux
maladies. dyspnée
d’effort. ulcération
de la Ilangue,
altération des
ongles.
ralentissement de la
croissance.
probléme
d’apprentissage
(difficult¢ a se
concentrer)

Zinc bon fonctionnement du systéme immunitaire - | affaiblissement du

antioxydant - formation des hormones et des
enzymes - croissance et division cellulaire -
Bonne santé de la peau et des phanéres -
cicatrisation des tissus - développement sexuel

- vie sexuelle normale

systeme
Immunitaire -
infections,
insomnies, allergies
- ralentissement de
la cicatrisation -
chute des cheveux -
tache blanche sur
les ongles -
éruption cutanée -

mauvais vision
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nocturne -
impuissance,

stérilité, retard de
maturité sexuelle -

cycle menstruel

irrégulier
Cuivre entre dans la composition de nombreux
enzymes et de mélanine - synthése de cartilage
et de collagéne - antioxydant
Sodium Croissance et travail musculaire crampes -
sécheresse de la
bouche - nausée -
vomissement -
baisse de la tension
artérielle
Potassium fatigue - trouble
musculaire -
ralentissement des
réflexes - arythmies
cardiaques -
problémes
respiratoires
Bore réduction de perte urinaire de calcium et de | rupture de
magnésium I’équilibre entre le
calcium,
magnésium et le
phosphore -
fragilisation des os
- hyper tension
artérielle
Sélénium antioxydants - stimulation de I'immunité avec | fatigue -
la vitamine E - protection contre maladie | hypersensibilité

cardiovasculaire

aux Infections -
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vieillissement

précoce - stérilité -
augmentation des
risques cardio-

vasculaire

Chlorophylle

détoxiquant et purifiante

Phycocyanine

active sur le fonctionnement de la moelle

0Sscuse
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Tab 2. Tableau récapitulatif des résultats de I’évaluation de I’activité antimicrobienne

BACILLU | PSEUD

SACCARO | CANDIDA | ASPERGILUS o STAPH |E.COLI | CITROBACTER |KLEBSIELLA | PROTEUS | SERATIA
EXTRAIT

0 0 0 19 19 20 0 27 11 0 25
AQUEUX 2%
EXTRAIT

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AQUEUX 4%
DILUTION  de

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4% 4 2%
8% 0 14 0 0 0 0 0 0 0 0 0
EXTRAITMETH
ANOLIQUES0m |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
g
100 mg 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
200 mg 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
400 mg 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Biomaghreb

PRESENTATION
ReL 20111, (360 Tests) Ref. 20115,(800 Tests) Féf. 20112 (120 Tests)  Ref. 20418 (800 Tests)
Ri:3x 120 mi R - 8 x100 ml Ri:4x30m Ri:5x120m

F2: 3flacons (lyoph)  R2: 6 Alacons (lyoph  R2 : 4 Racons (iyoph) B2 : 5 flacons (lyaph)
1x5mil R3:2x5ml R3:1xdmi R

3 : 2% 5ml

PRINCIPE

Le cholesterol est mesuré aprés hydrolyse enzymatique
puis oxydation. Lindicateur quinoneimine est formeé a
partir du peroxyde d’hydrogéne et du amino 4 antipyrine
en présence de phenol et de peroxydase.
Détermination enzymatique selon les réactions
suivantes :

Cholestérol estérase

Esters de cholestérol + H,O >Cholestérol+Acides gras

Cholestérol oxydase
->Cholesténe- 4-one - 3 + H,0,
Péroxydase

Cholestérol + Oy

HoQ5 + Phénol + Amino- 4 - antipyrine—> Quinoneimine rose

La quantité de quinoneimine formée est proprotionnelle
a la concentration de cholesterol.

REACTIFS

Réactif 1 Pipes pH 6.9 90 mmol/l
Solution tampon  Phenol 26 mmol/l
Réactif 2 Cholesterol oxydase 300 UA
Peroxydase 1250 U/

Cholesterol esterase 300 LA

Amino-4-antipyrine 0.4 mmol/

Réactif 3 200 ma/dl
Standard 2g/
5.1 7 mmol/l

PREPARATION ET STABILITE
Dissoudre le contenu d'un flacon de R2 avec un flacon

de tampon R1.

Le réactif de travail est stable : 1 mois a4 20 - 25°C
4moisa2-8cC

ECHANTILLONS

Sérum

Plasma recueilli sur héparine

MODE OPERATOIRE
Longueur d'onde :
Température :... ....37°C

CUVE ©eeeeecccieeee e 1 €M P épaisseur
Ajuster le zéro du spectrophotométre sur le blanc réactif.

....505 nm (500 - 550)

CHOLESTEROL

Test enzymatic colorimetrique

(CHOD- PAP)

Blanc Standard | Echantillon
Standard 10 pl --
Echantillon -- -- 10l
Réactif de travail 1ml 1ml 1ml

Mélanger, lire les densités optiques aprés une incu
bation de 5 min. a 37° C.
La coloration est stable 30 minutes.

CALCUL
D.O. Echantillon
Cholesterol = Xn
D.0O. Standard
mg/dl : n =200
gl : n=2
mmol/l : n=>517
LINEARITE

La méthode est linéaire jusqua 6 g/ (600 mg/dl - 15.4 mmol).
Si la concentration en cholesterol est supérieure a 6 g/l,
diluer I'échantillon au 1/2 avec une solution de NaCl
a 9 g/l et refaire le test. Multiplier le résultat par 2.

VALEURS USUELLES

3,6 4 5,7 mmol/l
14a22ql
140 a 220 mg/dl

Sérum, plasma

BIBLIOGRAPHIE

Trinder P., Ann. Clin. Biochem. 6, 24 (1969)
Richmond, Clin. Chem. 19, 1350 (1973)
Fasce C.F, Clin. Chem. 18901 (1982)

Fig 6. La technique Biomaghreb du Cholestérol
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Tab 3. Taux de cholestérol des échantillons sanguins des lapins testés apres induction de

hyporcholésterimie.

Lapin 1 Lapin 2 Lapin 3 Lapin 4 Lapin 5
Lot

1,90 2,01 2,10 1,85 1,80
1(témoins)
Lot2 (Ch) |2,50 2,66 3,03 2,87 2,53
Lot 3

2,00 1,86 1,95 2,01 2,00
(Ch_S)
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