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RESUME

La cyanobactérie alimentaire, Spiruline ou Arthrospira htam, isolée et purifiée en
1998, a partir de la guelta de Tin Aman a Tamanrasset, par le docteur HIRI A., en
collaboration avec le Docteur FOX, et JOURDAN J.P. a fait I’objet de notre étude.

Des cultures de cette cyanobacterie a petite échelle ont été menées afin d’optimiser
ses conditions de culture et d’atteindre des échelles plus élevées visant la production d’une

biomasse pour la réalisation de sa caractérisation et son application industrielle,

Les résultats obtenus ont montrés que les facteurs limitants de la Spirulina htam
sont d’ordre abiotique. Il s’agit principalement de la température, du pH et de I’agitation.
En fait, la htam préfere sur le milieu de culture Hiri, une température de 32°C et un pH de
9 a 10 avec une agitation électrique en continu par une pompe a air délivrant environ 150
bulles/minute. Les milieux de culture Hiri et Zarrouk semblent présenter les meilleurs

rendements,

L’évaluation de la qualité nutritionnelle de la S. htam montre que la différence n’est
pas significative entre la htam issue du milieu Hiri et celle de Zarrouk. Cet aspect dépend
du mode de séchage : une lyophilisation ou un séchage a 40°C présentent le minimum de

pertes. La htam semble avoir une bonne activité antioxydante.

L’enrichissement du fromage frais par la spiruline méne sur le fait que la spiruline
ajoutée lors de I’emprésurage diminue le rendement fromager et perd sa phycocyanine.
L’enrichissement dans le caillé, donne un aspect meilleur et une qualité bromatologique

élevée, la spiruline semble avoir un effet stimulant sur la flore lactique.

Mots clés : Spirulina htam, optimisation, milieu de culture, composition nutritionnelle,

enrichissement.



ABSTRACT

The food cyanobacterium Spirulina or Arthrospira htam, isolated and purified in
1998 from the guelta Tin Aman in Tamanrasset, by Dr. A. HIRI, in collaboration with Dr.
FOX, and JP JOURDAN, has been our study.

Our results showed that the limiting factors of the order of Spirulina htam are
abiotic. These are mainly temperature, pH and agitation. However, the htam in Hiri’s
medium prefer a temperature of 32°C, a pH of 9 to 10 with electric agitation with 150
bubbles per minute. Culture media Hiri and Zarrouk seem to have the best returns.

The assessment of nutritional quality and antioxidant activity of S. htam shows that
the difference was not significant between the medium Hiri htam outcome and that of
Zarrouk. This quality depends on the mode of drying, freeze drying or drying at 40 ° C

present the minimum losses.

The enrichment of fresh cheese with Spirulina leads to the fact that Spirulina added
during the rennet cheese yield decreases and loses its phycocyanine. The enrichment in the
curdled, and gives a better nutritional quality high Spirulina seems to have a stimulating

effect on the lactic flora.

Key words: Spirulina htam, optimization, culture medium, nutritional composition,

enrichment.
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INTRODUCTION

Imaginez un aliment qui peut régler la glycémie, la tension artérielle et le
cholestérol [1] ; un aliment qui peut diminuer la souffrance des inflammations [2] et fournit
une activité anti oxydante qui prévient les maladies mortelles tel le cancer, I’Alzheimer et
les maladies cardiaques [3]; un aliment qui protége les reins [4], le foie [5] et qui protege le
corps des irradiations [6]. Un aliment, qui stimule le systéme immunitaire [7], allege les
allergies [8] et qui a prouvé son activité antivirale (via différents virus) [9].

Plusieurs recherches scientifiques ont montré que cet aliment miracle, dénommé
Spiruline, contient 300% de calcium plus que le lait entier ; 2300% plus de fer que les
épinards ; 3900% de beta-caroténe plus que les carottes ; 375% de protéines plus que le
soja [10].

Trois grammes de spiruline a plus d’activité antioxydante et anti-inflammatoire que

cing portions de légumes variés.

Aussi, en termes de teneurs en pytonutriments, elle est plus puissante que les
myrtilles de 31° fois, 60 fois que les épinards et 700 fois que les pommes [10]. C’est une
veérité, les scientifiques confirment que «la spiruline » peut étre utile dans tous ces

domaines et plus.

La spiruline (Arthrospira sp.) est une cyanobactérie alimentaire, de 0,2 a 0,3 mm de
long. Souvent considérée comme une algue bleu-verte [11-13], elle est parmi les algues les

plus produites dans le monde pour la consommation humaine [14].

Deux souches principales sont connues a travers le monde a nos jours, Arthsrospira

platensis et Arthrospira maxima [15].



La Spirulina htam, est une souche algérienne, dont la systématique n’est pas encore

établie, voire méme sa composition n’est pas encore détaillée.

A partir de ce principe, notre recherche a porté sur plusieurs axes a savoir :

e La réalisation d’essais de culture a petite échelle de la spiruline de Tamanrasset
dans différents milieux de culture, en se référant au milieu de référence « Zarrouk »
et en introduisant le milieu algérien de Hiri, le milieu BG-11 et un nouveau milieu
que nous avons élaboré;

e L’optimisation des principales conditions opérationnelles de culture (température,
agitation et potentiel d’hydrogéne) ;

e Laréalisation d’essais de production a grande échelle de la spiruline et comparaison
du rendement en biomasse entre les milieux Hiri et Zarrouk;

e L’optimisation des conditions de séchage ;

e La caractérisation nutritionnelle et thérapeutique partielle;

e L’application industrielle, visant I’élaboration d’un fromage frais enrichi en

spiruline mais aussi I’étude de I’effet de la spiruline sur la flore lactique.

Cette étude se heurte, toutefois, a plusieurs difficultés : est-ce-que notre souche peut
s’adapter aux différents milieux testés ? Si oui, quel est le meilleur milieu ? Quelles
seraient les meilleures conditions de culture? En recoltant, comment conduire le séchage ?
Quoi de la qualité nutritionnelle des deux spirulines (issues du milieu Zarrouk et Hiri)?
Possedent-elles une activité antioxydante ? La spiruline, a-t-elle vraiment un effet sur les
bactéries lactiques ? Quoi des possibilités d’enrichissement du fromage et de la

valorisation du lactosérum ?

L’objectif de notre recherche est de répondre a ces questions aprés avoir menée
plusieurs essais tout en tenant compte du fait que la spiruline n’a pas encore livrée tous ses

secrets.
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CHAPITRE 1
SPIRULINE : L'OR VERT ?

1.1 Généralités sur la spiruline.

1.1.1 Définitions.

1.1.1.1 Spiruline.

Considérée souvent comme une algue planctonique microscopique, la spiruline est
en fait une bactérie appartenant aux cyanobactéries filamenteuses du genre Arthrospira, le
plus souvent enroulée en spires (d’ou son nom commercial). Son nom scientifique est
cyanobactérie Arthrospira platensis ou A. maxima. Elle pousse naturellement dans les lacs
chauds du Tchad et du Mexique, mais aussi dans les lacs alcalins riches en carbonates et
bicarbonates a pH élevé. La spiruline est en fait la plus ancienne forme de vie « verte »,
apparue sur la terre il y a environ 3,5 milliards d’années [11-13 ; 16-26].

1.1.1.2 Cyanobactéries.

Les cyanobactéries forment I'essentiel des bactéries capables de photosynthése avec
production d'oxygene. Elles peuvent étre unicellulaires ou pluricellulaires; dans ce dernier
cas, leurs cellules s'arrangent en amas de type colonies ou, le plus souvent, en filaments

composés de cellules alignées (ces filament sont appelé trichomes) [27].

Ce sont de vrais procaryotes (organismes dépourvus de membrane nucléaire),

malgré leur systéme photosynthétique proche de celui des eucaryotes [16].
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1.1.2 Appellations.

Spiruline, Spirulina ou Arthrospira. Il faut retenir que le terme “Spiruline”
correspond au nom commercial d’une cyanobactérie appartenant toujours au genre
Arthrospira. “Spirulina” est le nom commercial anglais de la méme cyanobactérie mais il
désigne également un genre de cyanobactérie assez éloigné d’Arthrospira, et surtout non
comestible. « Arthrospira» étant le nom scientifique (genre) d’un groupe de

cyanobactéries auquel appartient notre spiruline alimentaire [16].

La spiruline, avait différentes appellations dont on peut citer :
e LaPortion magique : Mentinnée par Christophe Colomb ;
e LeDihé: Par les Kanembous, tribu du Tchad ;

e LeTecuitlatl : Par les Azteques [16].

1.1.3 Historique.

La spiruline, si elle est I’une des premiéres formes de vie terrestre, n’en a pas moins

suscité que tardivement I’intérét des scientifiques :

e En 1492, Christophe Colomb la découvrit au Mexique, sous forme de petites
galettes vertes séchées et le note dans son carnet de bord ;

e Cortés, qui en ses mémoires décrit vers 1521 la facon dont les azteques la
récoltaient et la consommaient ;

e Elle fut redécouverte, au Tchad, vers 1930 par un pharmacien frangais des
troupes coloniales puis en 1940 par le botaniste francais Dangeard [28];

e En 1959, Brandilly, anthropologue et cinéaste, publie un article sur la spiruline :
« Depuis des lustres, une tribu africaine du Tchad (les Kanembous) exploite la
nourriture de I’an 2000 » [28] ;

e La spiruline décrite pour la premiere fois par Wittrock et Nordstedt en 1844
[29].

e Elle resta une simple curiosité avant le 7™

congrés du pétrole en 1967 a
Mexico, a I’occasion duquel des chercheurs de I’Institut Frangais du pétrole

rendirent compte de leurs travaux sur la spiruline [16].



12

La premiére culture artisanale de spiruline méritant vraiment cette appellation
revient sans doute a FOX Ripley qui fut le premier a lancer cette activité en Inde en 1973,

en collaboration avec le Navsari Agricultural College [16].

Ce fut I’origine de sa premiére exploitation industrielle, en 1976, par la société Sosa
Texcoco basée au Mexique. Actuellement, le nombre de ces exploitations avoisine la
trentaine [16].

En Algérie, aucune allusion a la consommation ou a I’utilisation de la spiruline
n’est faite. Son existence dans notre pays, n’a été signalée qu’au cours de ces vingt
dernieres années. De modeste initiatives ont été entrepriseau lacs d’El Goléa; a

Tamanrasset et plus récemment, en 2009 a Mostaganem.

1.2 Biologie de la spiruline.

La spiruline fait partie des micro-organismes, elle est classée parmi les
cyanobactéries [30]. Elle appartient donc au domaine des bactéries (Bacteria) et se classe
parmi les bactéries gram négatif [31 ; 32]. A noter que cette appartenance a la classe des
cyanobactéries est récente. En effet, elle est longtemps restée classée parmi les « algues
bleu-vert », la spiruline appartient a I’ordre des Nostocales (= Oscillatoriales), la famille
des Oscillatoriaceae, le genre Oscillatoria et le sous genre Spirulina ou Arthrospira [33-
36]. Les cyanobactéries forment I’essentiel des bactéries capables de photosynthése avec

production d’oxygene et peuvent étre unicellulaires ou pluricellulaires [37].

1.2.1 Caractéristiques structurales.

1.2.1.1 Morphologie.

La spiruline se présente sous la forme d’un filament microscopique pluricellulaire
bleu-vert, mobile, non ramifié et enroulé en spirale, généralement en six (6 ou sept (7)
spires. Cette forme hélicoidale lui donnant I’allure d’un minuscule ressort lui a valu son

appellation de « Spiruline » [38].
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Ce filament est appelé trichome ; il est d’une longueur moyenne d’environ 250 um
lorsqu'il a 7 spires et son diameétre est d'environ 10 ani2Mais les paragires de
I’hélice (epaisseur, longueur) ne sont pas toujours les mémes selon les chercheurs qui
étudient la spiruline [39; 40], les facteurs environnementaux tels la température, les
conditions physiques et chimiques, auraient cependant une influence sur la géométrie et
I’orientation de I’hélice [41-44].

Cependant les spirulines presentent 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 habita [16].

Les scientifiques étudiant la spiruline ont donc d’abord pensé qu’il existait de
nombreuses especes d’Arthrospira ; en fait, I’analyse de leurs caractéristiques génétiques,
effectuées par Scheldeman et al. en 1999, basées sur I’ARDA (Amplified Ribosomal DNA
Restriction Analysis) ne fait apparaitre que deux especes presque identiques d’Arthrospira

[15]. lls supposent alors que de ces deux especes dérivent plusieurs souches.

Actuellement, 50 souches d’Arthrospira recensées a travers le monde ont été
étudiées pour en décrire la diversité genétique. Un travail de classification de différentes
souches d’Arthrospira, récemment réalisé, repose sur le séquencage genétique d’un
fragment d’ADN hypervariable, mais spécifique des cyanobactéries. Il en ressort une tres
forte homogeénéité du genre Arthrospira, méme lorsque les souches ont des morphologies
variées ou lorsqu’elles proviennent de lieux geographiques trés différents. La conclusion
est qu’il n’existerait a priori que deux espéces génétiquement différentes parmi ces
souches [45]. Ces deux espéces sont : Arthrospira platensis, initialement originaire du

Kanem (Tchad) et Arthrospira geitleri ou maxima, originaire du Mexique.

e Spirulina platensis (figure 1.1) est la plus connue et la plus utilisée lors des travaux
de recherche ou lors de I’ensemencement de nouvelles cultures. Elle se compose de
trichomes atteignant 350 um de long et entre 6 et 12,45 um de diamétre ; ils sont un
peu rétrécis au niveau des articulations. Les tours de spire ont un diamétre de 20 a

50 um, diminuant 1égérement vers les extrémités [16].
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Soirulina maxima (figure 1.1) se caractérise par des trichomes de 70 a g8én de
long, de 7 @ 9 um de diamétre et légerement effilés aux extremités ; ils forment une

spirale réguliére de 3 a 8 tours et de 4Qua @6 diarétre. Les cellules

constituantes des trichomes mesurent entre 5 @ um de long et ne étrécissent pas

au niveau des articulations [16].

Spirulina maxima. Soirulina platensis.

Figure 1.1 : Filaments des deux especes de spiruline observés au

microscope optique [46].

En ce qui concerne les différentes souches (ou variétés) de spirulines, on distingue

les spirulines "spiralées”, "ondulées”, et "droites” [47]. Des photographies de ces

différentes souches sont présentées dans I’appendice A.

Les cellules de cyanobactéries n’ayant pas de plastes individualisés, leur coloration

est homogeéne. Cependant, en microscopie optique, on distingue une zone periphérique

colorée (le chromoplasma) et une partie centrale plus claire (le centroplasma) [48].

1.2.1.2 Ultra-structure.

La microscopie électronique a aussi permis de mieux connaitre la structure et le

fonctionnement de ces cellules. Leur organisation est relativement simple et semblable a

celle des cellules de procaryotes [12 ; 49-53] :

Absence de membrane nucléaire et donc de noyau bien individualisé ;

Absence de mitochondries, réticulum endoplasmique, appareil de Golgi, et
flagelles;

Les cellules sont limitées par une fine membrane constituée de 4 couches minces

différenciables en microscopie électronique : deux d’entre elles présentent une
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analogie chimique et structurale avec la paroi des bactéries gram négatif car elles
sont riches en mucopolymeres et mucopeptides. Elles sont néanmoins un peu plus
complexes, mais il est important de retenir que cette membrane est totalement
exempte de cellulose. Une enveloppe externe, riche en caroténoides, peut parfois
I’enrober ;

e Sur le plan ultra structural, le chromoplasma apparait comme un systeme
membranaire comprenant des thylakoides ; la spiruline ne renfermant pas de
chloroplastes, ce sont ces thylakoides qui constituent les sites de photosynthése. Ce
sont des filaments pigmentés disposés généralement de fagon pariétale
concentrique. lls renferment les phycobilisomes, granules porteurs des pigments
photosynthétiques (chlorophylle a,p -caroténe et oxycaroténoides, phycocyanine et
phycoérythrine).

Le nucléoplasme (ou centroplasma) correspond d’une part, a des fibrilles d’acide
désoxyribonucléique (ADN) représentant le génome (entre 2 et 8x10° Daltons) et, d’autre
part, a des grains d’acide ribonucléiqgue (ARN). L’ADN est colorable par les réactifs
histologiques classiques (Feulgen, hématoxyline, etc.) et visible au microscope

électronique sous forme de fines aiguilles de 250 nm.

Le chromoplasma présente de nombreuses inclusions dont les plus importantes sont

[45] :

e Les granules de cyanophycine : la cyanophycine, molécule propre aux
cyanobactéries, est un polymere d'acide aspartique et d'arginine. Ce polypeptide,
non fabriqué par les ribosomes, constitue une forme de réserve d'azote et d'énergie ;

e Les carboxysomes : ils contiennent le ribulose-1,5 phosphate carboxylase,

responsable de la fixation du CO,. Cette enzyme n'est présente que dans des
conditions de hautes intensités lumineuses et de hautes concentrations en nitrates ;

e Les granules d’amidon cyanophycéen (glycogene), d’hydrates de carbone
similaires a I’amylopectine et ceux de volutine (polyphosphates) constituent des
formes de réserve énergeétiques ;

e Les ribosomes riches en acide ribonucléique ;

e Les globules lipidiques ;
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e Les veésicules de gaz : elles se presentent sous la forme de faisceaux de minuscules
cylindres contenant de I’azote. Leur role est de réguler la flottabilité des filaments

de spiruline.

1.2.2 Croissance.

La spiruline est une espece photoautolitotrophe (grace a ses pigments
chlorophylliens), aérobie. Par conséquent, elle est dotée des photosystemes I et Il [54]. La

photosynthése constitue alors la clé de sa croissance.

Pour sa photosynthése, la spiruline a besoin d’eau, de carbone, et d’éléments
nutritifs dont I’azote en particulier. Elle assimile une source de carbone minéral (le CO,
atmosphérique) et la convertit en énergie biochimiquement utilisable représentee par le
glucose. Son point commun avec les autres cyanobactéries est qu’elle ne possede pas le

cycle de Krebs complet [16 ; 49].

L'énergie lumineuse est captée par des pigments assimilateurs représentés par les
chlorophylles. La chlorophylle de la spiruline et des autres bactéries photosynthétiques se
situe dans les régions spécialisées de leur membrane cellulaire : les phycobilisomes des
thylakoides. La photosynthése est divisee en deux phases : une série de réactions dites

"lumineuses™ et une série de réactions dites "obscures” [55].

1.2.2.1 Les réactions lumineuses.

Ces réactions nécessitent la présence de lumiére et s'effectuent dans les membranes
thylakoidiennes pour la spiruline (dans les chloroplastes pour les cellules végétales). Cette
lumiére permet d’apporter I’énergie nécessaire & la réaction photosynthétique. Les
thylakoides contiennent des pigments photosynthétiques organisés en deux photosystémes
. les photosystemes | et Il, respectivement notés PS | et PS Il. C’est au niveau des
membranes communes a deux thylakoides que se trouvent ces deux photosystemes ; ils

sont toujours placés a proximité I’un de I’autre [56].

Le PS | posséde une plus grande variété de pigments que le PS Il et il est riche en

chlorophylle de type a P700 : celle-ci absorbe des longueurs d’onde de 430 nm dans le bleu
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et de 700 nm dans le rouge. La source d’électrons est constituée par les minéraux et les
molécules organiques. Le PS 1l est riche en chlorophylle de type a P680. C’est a son
niveau que se produit la photolyse de I’eau, c’est-a-dire qu’il récupere les électrons libérés
par les molécules d’eau. La phycocyanine, pigment spécifique aux cyanobacteries, est

essentielle au transport de I’énergie vers le PS 11 [56].

Au cours de cette phase lumineuse, il y a photolyse de I’eau : les molécules
d'oxygéne et d'hydrogéne se séparent. On assiste également a la synthése d'ATP
(Adénosine triphosphate), molécule dont la consommation libere beaucoup d’énergie, et de
NADP (Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate) [56].

12 H,0 + 12NADP + 12(ADP + P) - 60, + 12(NADPH + H*) + 12ATP

1.2.2.2 Les réactions obscures.

Elles ont lieu dans le stroma (matrice) du thylakoide, ou I'énergie produite lors de la
phase lumineuse y est stockée sous forme d'ATP et de NADP réduit. Cette energie est
utilisée pour la synthése de molécules organiques, par réduction du dioxyde de carbone.
Cette phase est dite obscure car elle correspond a une série de réactions qui ne nécessitent
pas de lumiére ; ce n’est pas pour autant qu’elles se déroulent la nuit, au contraire. Ces
réactions forment le cycle de Calvin. A I’issue de ce cycle, une molécule de glucose est
synthétisée [56].

18ATP + 12(N1DPH + H*) + 6C02 — 18ADP + P + 12NADP + 6H,0 + C4H;,04

La formule générale de la photosynthese peut donc s’écrire de la fagon suivante :

6CO, + 6H,0 + hy(énergie lumineuse) - C¢H;,04 + 60,

Bien que la spiruline ne renferme que de la chlorophylle de type a, il en existe

d’autres sortes, en particulier chez d’autres types d’algues : les chlorophylles b, c et d.

Les chlorophylles sont des pigments photosynthétiques et elles peuvent étre

excitées par les radiations lumineuses. Cette excitation est due a la présence de liaisons
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conjuguées (et donc d'électrons délocalisés) [57] (Appendice B) : I'arrivée d'un photon fait
passer un électron délocalisé d'un état fondamental (non excité) a un état excité. La
chlorophylle, une fois excitée, retourne a son état fondamental, plus stable
thermodynamiquement. Ceci peut se faire de plusieurs manieres, en particulier :

e En émettant de la lumiere (c'est la fluorescence constatée dans une solution de
chlorophylle) ;

e En transférant son énergie a une molécule tres proche (c'est la résonance, qui
permet aux pigments de l'antenne collectrice des photosystemes de transférer
I'énergie lumineuse de molécule en molécule jusqu'a une chlorophylle piége) ;

e En perdant un électron (c'est la photochimie, laquelle permet & la molécule de
chlorophylle piége du photosysteme, de réduire un accepteur d'électron et donc de

réaliser la chaine photosynthétique) [56].

La nuit, c’est la respiration qui permet a la spiruline de produire I’énergie
nécessaire a son entretien et & sa croissance. Les hydrates de carbone produits pendant le
jour, subissent une oxydation qui les convertit en protéines, avec en paralléle une
formation de CO, (lequel reste dissous dans le milieu de culture) et d” H,O. Puis, avec le
retour de la lumiére du jour, le CO, participera & un nouveau cycle de photosynthese [16].
La photosynthése et la respiration s'équilibrent globalement.

1.3 Ecologie.

La Spiruline se développe préférentiellement dans des eaux chaudes, alcalines,
contenant du carbonate de sodium (Na,CO3) ou du bicarbonate de sodium (NaHCO3), et
riches en nutriments azotés et phosphorés [16]. Plus communément, elle s’observe dans les

eaux saumatres, ainsi que dans les lacs salins de régions tropicales et semi-tropicales [58].

Son caractére thermophile et ses besoins importants en lumiere limitent son aire de
répartition dans des lacs de la ceinture intertropicale du globe terrestre. Ces lacs sont situés
approximativement entre 35° de latitude Nord et 35° de latitude Sud ; ils sont peu profonds
et agités par des vents légers. En dehors des sites cités en appendice C, d’autres endroits
sont possibles, notamment partout ou vivent le flamant nain (Afrique et Asie) et le flamant
de James, Phoenicoparrus jamesi (Amerique du sud). Cet organisme est dit ubiquiste [16 ;
49].
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1.4 Reproduction.

La spiruline se reproduit par bipartition par scission simple. C’est une reproduction

asexuée, par segmentation des filaments [39 ; 50].

Le filament de Spiruline a maturité forme des cellules spéeciales 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 & 4 cellules appelés hormogonies. Les hormogonies vont croitre
en longueur par division binaire et prendre la forme typique hélicoidale (figure 1.2). Sa
vitesse de multiplication est particulierement rapide des que la température dépasse 30°C a
I’ombre ; lorsque ces conditions sont réunies et que le milieu est favorable, le temps de

génération est trés court (7 heures) [30].
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Figure 1.2 : Cycle biologique de la Spiruline [37].

1.5 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
(5pum/secondes) [59-62].
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La microscopie électronique a permis de comprendre la motilité des filaments :
cette technique met en évidence I’existence de fimbriae de 2 a 10 nm de diamétre et 1 a
2um de longueur ; ces filaments tubulaires dépassent de minuscules pores situés sur le
pourtour des extrémités de la cellule [61 ; 63 ; 64]. Les fimbriae sont aplatis contre la paroi
cellulaire externe et pointent dans la méme direction [30]. Comme des rameurs sur une

galére, ils propulsent le filament d’arriere en avant [49].

La spiruline flotte, elle peut fabriquer des vesicules de gaz d’environ 70 nm de long
et 10 nm de diamétre, faites d’une chaine de protéines tissées [65]. 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 [66]. Elles se forment et se remplissent de gaz lorsque la lumiére du soleil
apparait : tels des ballons dirigeables, elles permettent au filament de spiruline de remonter

en surface pour recevoir la lumiere et ainsi commencer la photosynthése [47].

A la fin du jour, 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 [67]. Le gaz libéré est
compressé et absorbé par les fluides environnants. Les vesicules s’effondrent et le filament
de spiruline redescend vers le fond obscur. Pendant la nuit, grace au phénomene de
respiration, la majeure partie des hydrates de carbone accumulés est convertie en protéines,
pendant que du CO, est perdu. Pour recommencer un cycle de photosynthese le lendemain,
de nouvelles vésicules de gaz se forment de sorte que les filaments de spiruline soient a la

surface de I’eau avant I’aube [47].

Ces deux méthodes de locomotion permettent a la spiruline de se protéger elle

méme contre une overdose mortelle de soleil [39].
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CHAPITRE 2
PRODUCTION DE LA SPIRULINE.

En dehors de la "cueillette" de la spiruline issue des lacs ou elle pousse
naturellement, la spiruline doit étre produite si on veut couvrir la demande. Or, le seul

moyen de la produire en grande quantité est la culture en bassins.

2.1. Parametres environnementales influencant la culture de la spiruline.

2.1.1. Latempérature.

La spiruline pousse idéalement lorsque la tempeérature du milieu de culture est de
37°C. Des températures superieures a 40°C ne lui conviennent pas, et, elle meurt
lorsqu’elle est exposee a 43°C. Par ailleurs, a 20°C, sa croissance est pratiquement nulle
[19].

2.1.2. Luminosité.

Nécessaire pour la photosynthése, les cellules de la spiruline supportent la lumiére
jusgu’a un certain point. La spiruline exposée a un fort ensoleillement (120000 lux), est
décomposée (décoloree) en quelques minutes et tuée. Les cultures qui démarrent avec une
faible population, demandent a étre ombragées pour éviter la photolyse. Pour obtenir la
meilleure production d’une culture, il faut une lumiere juste au-dessous du seuil de

photolyse [16] accompagnée de I’optimum des facteurs restants.

2.1.3. Agitation.

Une production, donc une photosynthese, optimisée, ne peut étre atteinte qu’en

agitant la culture ce mouvement de I’eau, assure une répartition moyenne de la lumiére et
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de I’obscurité ainsi que celle des nutriments [16]. Tout cela sans engendrer un stress
hydrodynamique risquant de casser les filaments de la spiruline [68 ; 69]. Une exposition
directe a un fort soleil provoque la photolyse des filaments de spiruline. Mais, en
diminuant I’intensité lumineuse, on diminue aussi la photosynthese totale. L’ agitation du
milieu de culture constitue un bon moyen d’éviter la photolyse sans modifier I’intensité
lumineuse, en mettant alternativement les filaments a la lumiére et a I’ombre. En cas de
soleil trés fort, on peut se contenter d'agitations plus ou moins fréquentes (quelques

minutes toutes les heures, au moins 4 fois par jour [19].

Les agitations peuvent se faire manuellement, avec un balai ou une rame, ou gréace a
des pompes n'endommageant pas les spirulines. En cas d’agitation par une pompe
immergée, un débit de 1 & 2 m%h, peut suffire pour des bassins de 10 & 15 m2. Des surfaces
de bassin plus grandes nécessitent des pompes plus puissantes qui risqueraient de casser la
spiruline [19 ; 70].

Mérkl (1980) [71] et Weller et Franck, 1941 [72], ont démontrés que,
théoriquement, la photosynthese la plus rapide serait obtenue avec une cadence des cycles
ombre-lumiere de mille par seconde ou plus. Cela n’est possible qu’en ajoutant des
déflecteurs dans le courant d’eau ; la production de biomasse est triplée par rapport a celle
d’un bassin simplement agité par une roue a aubes. Par ailleurs, la frequence d’agitation est
aussi un paramétre important. L’ensemble des spécialistes affirme qu’une agitation

discontinue énergique est préférable a une agitation continue mais faible [19].

2.1.4. Facteurs concernant les bassins de culture.

2.1.4.1. Localisation.

Le lieu d’implantation des bassins ne doit pas se faire au hasard. En effet, il faut
respecter quelques regles a priori pas toujours évidentes : ne pas construire les bassins sous
des arbres (besoin d’ensoleillement), ni en un lieu inondable, ni pres d'une route ou d'une
industrie (pollution). Eviter aussi la proximité de certains éléments comme les haies, barres
rocheuses, foréts, etc. qui peuvent entrainer des conséquences importantes sur le

microclimat [16].
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Le terrain du site choisi pour la construction des bassins doit étre aménagé avant
toute chose (épierrage, nivellement du sol, confection d’une dalle en ciment). Le site doit
étre facilement accessible mais cl6turé pour prévenir des interventions extérieures
(curiosité sur le contenu des bassins, vol du matériel et des matériaux etc.). Il est également

préférable d’avoir une source d’eau a proximité des bassins [73].

Le site doit étre assez spacieux pour accueillir non seulement les bassins mais aussi
les locaux adjacents. Il faut en effet prévoir :

e Des allées de circulation entre les bassins ;

e Un local pour le stockage des matériaux et des produits chimiques (intrants) ;

e Un local pour les pesées, les analyses et les controles, le conditionnement et la
tenue des registres de production ;

e Un emplacement pour les sechoirs solaires ;

e Un autre local pour un séchoir chauffé au gaz (précaution élémentaire durant la
saison des pluies car la spiruline produite serait perdue faute de pouvoir étre
séchée).

Tous ces locaux peuvent évidemment étre regroupés dans un méme édifice [19].

2.1.4.2. Mode de construction.

2.1.4.2.1. Les bassins en dur.

Ces bassins sont faits avec du béton renforcé, du ciment, des pierres cimentées, des
parpaings, des briques, du banco etc. Ce sont les plus durables (durée moyenne de 10 ans)
et les plus faciles a nettoyer, mais aussi les plus chers. L’idéal est de les construire sur une
dalle en béton armé de 10 cm d’épaisseur minimum, coulée sur un terrain bien compacteé.
Soigner I'enduit d'étanchéité (un adjuvant imperméabilisant ou une peinture époxy ou sinon
peindre I'enduit ciment a la chaux). 1l est bon d'attendre quelques jours, bassin plein d'eau,
avant d'ensemencer en spirulines (sinon l'alcalinité de la chaux ou du ciment frais peut

jaunir tres rapidement les spirulines) [19].
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2.1.4.2.2. Les bassins en bois-plastique.

Le sol nivelé est recouvert avec un film plastique et les montants sont constitués par
un cadre en bois (planches, panneaux, lattes, tasseaux) supportant une bache plastique de
forte épaisseur. Une épaisseur de film de 0,25 mm a 0,5 mm, est recommandée. Le film
(PVC, polyeéthyléne,...), de qualité alimentaire et résistant aux ultraviolets. En principe, au

bout de trois ans, ces bassins exigent des réparations voire un remplacement total [19].

2.1.4.2.3. Les bassins en argile.

Ces bassins constituent une solution faute de mieux : il s’agit d’une excavation
ceinturée par un muret en terre compactée rendue étanche par de la glaise, par des briques
cuites ou par un film plastique. La spiruline pousse trés bien dans ces bassins mais sa
pureté bactériologique doit étre surveillée de plus prées ; il y a, en effet, un risque accru de
présence de micro-organismes anaérobies au fond. En général, leur étanchéité est

améliorée par I’utilisation d’un film plastique [19].

2.1.4.2.4. Les récipients.

Il arrive que I'on utilise comme petits bassins des récipients translucides comme des
bouteilles, bonbonnes, bassines, gaines en film plastique, containers. Il faut savoir que la
vitesse de photosynthése paraitra plus rapide dans de tels récipients parce que le milieu de
culture y recoit la lumiére de plusieurs cotes et s'échauffe aussi plus vite. Cela peut étre
avantageux, mais il faut surveiller la température et le pH de plus prés que dans les bassins
ordinaires. L'agitation dans de tels récipients se fait de préférence par air comprimé

(compresseur d'aquarium) [19].

Globalement, il faut retenir que les bassins sans garniture intérieure ne sont pas
satisfaisants, car on retrouve des grains de sable fin ou des particules d’argile dans le
produit fini, du fait de I’agitation. C’est pourquoi la dalle en ciment ou en béton est
fortement conseillée [19 ; 71].

Concernant la physionomie des bassins, il est recommande qu’ils soient de forme

arrondie et sans angles vifs. Leur fond doit étre aussi plan que possible, avec une légére
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pente vers un endroit plus creux d’accés facile pour faciliter la vidange. L’expérience
montre que la profondeur idéale est comprise entre 20 et 40 cm. Par ailleurs, les bords du
bassin doivent étre surélevés par rapport au niveau du terrain, de facon a limiter I’entrée

des poussiéres et des petits animaux [71].

2.1.4.3. Nombre et surface unitaire.

Pour une culture artisanale, I’installation doit comprendre deux sortes de bassins :

ceux servant pour I’ensemencement et ceux réservés a la production proprement dite [74].

Les premiers sont petits (2 a 4 m?) et de forme ronde ou rectangulaire ; au nombre
de deux ou trois, ces bassins d’ensemencement ont un réle primordial dans la survie d’une
culture. En ce qui concerne les bassins de production, ils sont rectangulaires et leur surface
varie généralement entre 30 et 50 m2. La largeur maximale conseillée est de 3 a 4 m ; cette
largeur est volontairement limitée afin de toujours pouvoir pratiquer une agitation

manuelle. La longueur moyenne de ces bassins est comprise entre 8 et 15 m [75].

Les experts dans ce domaine signalent qu’il est préférable de construire deux ou
plusieurs petits bassins de production plutét qu'un seul grand. Ainsi, en pratique, le colt
d'investissement au m?2 décroit quand augmentent la surface unitaire et le rapport

surface/périmetre des bassins [19].

Pour une culture familiale, la surface unitaire recommandée est comprise entre 5 et
20 m2, Cette surface de bassin permet d’obtenir une production allant de 15 a 80 g de
spiruline par jour. A titre indicatif, voici les surfaces requises pour les autres types de
production de spiruline [19] :
e 50 a 100 m2pour une production artisanale ;
e 1000 m2 et plus pour une production semi-artisanale ;

e 5000 m2maximum pour une production industrielle.

2.1.4.4. Couverture.

Il est utile, voire nécessaire, d'installer une serre ou au moins un toit sur le bassin. Il

peut étre en toile de tente blanche ou en tissu polyamide enduit PVC blanc. Il peut aussi
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étre en plastique translucide : film de polyéthyléne traité anti-UV utilisé pour la
construction des serres horticoles [19]. Si le toit est opaque, il faut le mettre suffisamment

haut pour que le bassin regoive assez de lumiere par les bords.
Les films utilisés doivent étre stabilisés contre les rayons UV et ne pas poser de
probléme de sécurité alimentaire. Des orifices d'aération et/ou d'accés doivent étre prévus,

ainsi qu’un dispositif d'ombrage [19 ; 73].

2.1.5. Les photobioréacteurs.

Un photobioréacteur est constitué d’un systéeme de tubes en plastique transparent
posé sur un plan plat ou incliné. Placés verticalement ou horizontalement, ils sont souvent

agenceés sous forme de murs de tubes horizontaux ou verticaux [76].

2.1.5.1. Les photobioréacteurs plats.

Ce sont généralement des réacteurs de petit volume pour usage en laboratoire [77 ;
78]. lls ont des dimensions variables selon le nombre des panneaux qui les composent [76].
L’épaisseur de la culture, au sein de chacun des panneaux, peut varier de 1 cm a 17 cm
[78].

2.1.5.2. Les photobioréacteurs cylindrigues.

Utilisés en laboratoire ont un volume de I’ordre de quelques litres [79 ; 80], mais
peuvent atteindre facilement quelques dizaines de litres [81 ; 82], voire des volumes plus
importants [83]. lls se composent d’un ou plusieurs tubes transparents, de diameétres et
longueurs variables, de configurations diverses : colonne, chambre annulaire, en serpentin,

....) et au sein desquels circule la culture [84].

2.1.5.3. Les photobioréacteurs de type colonnes.

Ils font, généralement, 2 m de haut pour environ 30-50 cm de diameétre et sont

éclairés latéralement par des tubes fluorescents [76].
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2.1.5.4. Les photobioréacteurs annulaires.

Ce sont des photobioréacteurs cylindriques agences d’une maniére particuliére : ils
sont fabriqués a partir de deux tubes de diametres différents emboités I’un dans I’autre
pour constituer ainsi un espace annulaire dans lequel circule la culture. La variante
annulaire est intéressante du point de vue distribution de la lumiere mais difficile a
extrapoler car elle occupe une surface importante au sol pour un volume de culture
restreint [84].

2.1.5.5. Les photobioréacteurs tubulaires agencés horizontalement.

La configuration tubulaire se présente sous forme de boucles, ou serpentins, qui

laissent passer la lumiére entre les interstices des boucles [85].

2.1.5.6. Les photobioréacteurs tubulaires agencés verticalement.

Des photobioréacteurs a structure verticale ont été congus : ils utilisent
généralement des tubes de diameétre relativement faible (inférieur & 200 mm) [84]. lls
peuvent étre enroulés autour d’une structure verticale, ce qui offre I’avantage de pouvoir
utiliser une grande longueur de tube (donc un grand volume de culture) tout en occupant

une surface réduite [77 ; 86].

En production industrielle (usages aquacole ou agroalimentaire), les
photobioréacteurs cylindriques ont des volumes qui oscillent entre quelques centaines de
litres, en intérieur [88], et quelques milliers de litres en extérieur [87; 89]. Selon
Tzygankov (2001) [87], pour obtenir des volumes importants, la connexion par des
tubulures, de plusieurs unités de photobioréacteurs cylindriques entre elles reste la méthode
la plus efficace [76 ;87 ; 90].

Un réservoir en tdle peint en noir recoit I’eau du tuyau de retour. Le soleil chauffe
I’eau de ce réservoir. L’eau chaude, par convection, remonte dans les tubes transparents.
Puis elle atteint un réservoir plat en tdle peinte a I’aluminium, placé en haut. Le

refroidissement commence la. L’eau en ressort par des tubes formant des serpentins dans
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un échangeur. Recueillie par un tube transversal, I’eau retourne par le tuyau et boucle le
cycle [19].

L’éclairage peut étre simplement naturel [91-93] ou artificiel [94] : ils utilisent un
harnais de fibres optiques (ou réseau de gaines transparentes) disposé au centre de la
chambre du réacteur. Ce systéeme de conduction lumineuse accentue la diffusion de la

lumiere au cceur du milieu de culture [83].

Tout comme en bioréacteur, un suivi et un controle de grandeurs caractérisant la
croissance est nécessaire telles que le dégagement d’oxygene, la consommation de dioxyde
de carbone, I’augmentation du pH... Une régulation est mise en place afin d’assurer une
optimisation des cultures [76; 78; 82; 85; 91; 95-99]. Le photobioréacteur est surtout
utilisé pour la production de biomasse trés pure, pour en extraire des molécules de haute
valeur. 1l ne convient pas a la culture de masse. Les tubes, les bioréacteurs et les micro-
fermes sont employés dans les pays tempérés ou froids, ou cette micro-algue ne peut pas

croitre naturellement. Ce sont des systemes tres chers [46].

2.2. Conduite de la culture de spiruline.

2.2.1. Elaboration du milieu de culture initial.

2.2.1.1. L’eau.

Les spirulines vivent dans une eau a la fois salée et alcaline. L'eau utilisée pour le
milieu de culture doit étre potable sans sentir le chlore. Les eaux trop dures sont a éviter
car elles peuvent géner la culture en formant des boues minérales, surtout lorsque

I’ensemencement initial en spiruline n’est pas assez concentré [100-102].

La conduite de culture de la spiruline nécessite un minimum de ressources en eau.
Elle en nécessite-pas autant que les cultures irriguées qui en consomment jusqu’a cing fois
plus, mais assez pour un emplissage initial du bassin, peu profond et en suite assez pour
compenser I’évaporation. La spiruline, peut supporter la concentration tres élevée des sels
qui survient quand I’eau des bassins de culture s’évapore [16]. Lorsque celle-ci disparait,

les filaments des algues s’agglomerent par attraction capillaire en petits agrégats ou
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plaques. La pression osmotique tres élevée fait sortir des cellules les polysaccharides de la
spiruline qui forment une couche protectrice contre la perte d’eau interne ou adhérente.
Cette couche, sera dévorée par des bactéries lors d’une réhydratation, cette technique de

survie est dite « cryptobiose » ou « anhydrobiose » [16].

En effet, la spiruline préfére une eau ott Na* est I’ion le plus abondant, avec K*
abondant, et Ca™ et Mg"™ manquants ou en trés faible quantité. Les cations dominants sont
les ions carboniques et bicarboniques ; SO4™ peut étre relativement abondant et CI™ plutot
bas [70].

2.2.1.2. Lasalinité.

La salinité est apportée par les produits chimiques servant d’engrais (a I’exception
de l'urée, ce sont des sels) et complétée par du chlorure de sodium. Elle correspond a la
somme des poids de tous les sels dissous dans le milieu, doit étre au minimum égale a 13
g/litre [19 ; 101].

2.2.1.3. L'alcalinité.

Elle est apportée sous forme de bicarbonate de sodium ou, a défaut, a partir de
soude caustique ou de carbonate de sodium, lesquels vont se bicarbonater lentement au
contact de l'air. En pratique, la composition des milieux de culture est variable, en fonction
de la disponibilité ou du prix d’achat des produits chimiques nécessaires a leur élaboration.
Le pH initial du milieu doit étre assez elevé (entre 7,8 et 8,5). Le pH d'une culture
florissante doit ensuite se situer entre 9,5 et 10,5. Il faut savoir que lorsque le pH dépasse
10,5, le CO, apporté est insuffisant pour compenser le prélevement par la spiruline et sa
croissance est donc limitée par le manque de CO,. Un apport de CO, permet alors
d’abaisser le pH tout en fournissant du carbone pour continuer la croissance de la spiruline
[100].

Les limites de salinité et d'alcalinité permises sont assez larges mais, pour des
raisons d'economie et de productivité, on fait en sorte de respecter les valeurs minimales

nécessaires [16].
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2.2.1.4. Nutrition de la spiruline.

Les produits chimiques jouant le réle d'engrais pour assurer la croissance de la
spiruline doivent contenir de I’azote, du phosphore et du potassium ; ces élements
classiques existent sous des formes variées. D’autre part, le soufre, le magnésium, le
calcium et le fer doivent aussi étre ajoutés deés lors qu’ils ne sont pas apportés en quantite

suffisante par I'eau, le sel et les engrais [19].

e Les sources d’azote préférées des spirulines sont I’ammoniac et I’urée, mais ces
produits sont toxiques au-dela d’une concentration limite. L’azote est donc le plus
souvent apporté par du nitrate, dont on peut mettre sans danger une forte dose, afin
de constituer une réserve d’azote a long terme ;

e Le phosphore peut étre apporté par du phosphate mono-ammonique (NH;H,PO,),
du phosphate trisodique (NazPO,4, 12H,0) ou du phosphate dipotassique
(K2HPO,) ;

e Le potassium, quant a lui, peut étre apporté par le nitrate de potassium, le chlorure
de potassium, le sulfate ou le phosphate dipotassique ;

e La source de magnésium employée est généralement le sulfate de magnésium
(MgSQy, 7H,0) [16 ; 19].

Si I'on ne dispose pas de produits chimiques, certaines méthodes d'utilisation de
produit naturels peuvent étre employées. Elles sont explicitées dans le Manuel de Culture

Avrtisanale de la spiruline, écrit par J.P. Jourdan [19].

Le milieu doit en outre contenir tous les oligo-éléments nécessaires a la croissance
de la spiruline : zinc, acide borique, manganese, cuivre, chrome, cobalt, molybdeéne...;
ceux-ci sont généeralement présents dans I'eau utilisée ou apportés par les impuretes des

sels.

Il est important de noter que la consommation d'intrants se fait en deux temps et
correspond a deux formulations différentes :
e La premiére consommation correspond a la préparation du milieu liquide dans

lequel on introduit la souche de spiruline que I'on veut voir croitre, a travers toutes
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les étapes de son développement, depuis les petits bassins successifs
d'ensemencement, jusqu'au bassin définitif ou la récolte sera possible [101] ;

e La deuxieme consommation est une consommation d'entretien : chaque fois qu'on
récolte de la spiruline, il faut remettre dans le bassin une quantité d'intrants en
rapport avec ce qui vient de sortir du bassin sous forme de spiruline. Une
formulation spécifique correspondant a cette consommation est détaillée un peu

plus loin [19].

Le milieu proposé par C. Zarrouk (voir matériel et méthodes) est un milieu standard
trés souvent cité comme référence. Il présente I’intérét de s’adapter a presque toutes les
souches de spiruline et de simplifier considérablement le travail de I’algoculteur.
Toutefois, il comporte des minéraux et pas toujours faciles a se procurer.

2.2.2. Ensemencement de la souche choisie.

Les experts en culture de spiruline recommandent aux futurs exploitants de choisir
une semence monoclonale, exclusivement spiralée, de grande taille, filtrant facilement et
de couleur bleu-vert A partir d’1 g de semence, un taux de croissance de 20 % par jour
permet d’obtenir 20 m? d’un bassin de 15 cm de profondeur, la récolte étant possible dés le
quarantiéme jour [16 ; 19 ; 75].

Aprés I’ensemencement, les dilutions a effectuer dépendent essentiellement des
conditions climatiques (température et ensoleillement) ; des dilutions de I'ordre de 15 a 30
% par jour sont possibles. La difficulté de cette étape est justement de réussir a augmenter
la taille des bassins sans trop diluer la spiruline, le risque étant de tout perdre. Un
instrument simple a utiliser évite ce genre de souci : le disque de Secchi. Cet instrument
permet en effet d’évaluer la concentration en spiruline dans les bassins. Une fois la taille de

bassin voulue atteinte, on arréte les dilutions et la récolte peut commencer [19].

Une fois que la culture a démarré, il faut tenir compte des constituants qui
disparaissent du milieu, aprés avoir été consommes par la spiruline. Il est préférable
d’avoir des ravitaillements fréquents et fractionnés plutét qu’une nourriture importante
mais tardive. L’idéal est de reconstituer le milieu nutritif aprés chaque récolte de 1 kg de
spiruline [101 ; 103].
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2.2.3. Entretien des bassins et surveillance des cultures.

Selon J.P Jourdan [19], le nettoyage des bassins doit se faire environ tous les 3
mois. La meilleure méthode consiste a transférer provisoirement la majeure partie du
contenu du bassin dans un bassin voisin, puis de vidanger les boues, et brosser les bords et
le fond, en rincant. L’idéal pour maintenir un milieu clair est de brosser une fois par jour le
fond et les cotés du bassin, agiter pendant la nuit, et garder un pH inférieur a 10,5. Si cela

ne suffit pas, il faut épurer ou purger le milieu.

En effet, apres deux a quatre mois de culture (selon le niveau de productivité) sans
purge, il est fréquent que le milieu de culture, neuf et parfaitement clair au départ, devienne
plus ou moins trouble ; la vitesse de filtration baisse et le pressage de la biomasse devient

difficile. C’est pourquoi la pratique réguliére de purges est recommandée [16, 19].

Au cours de la culture, plusieurs parametres sont a contrbler régulierement, La
température idéale est a 35-37°C ; le pH de 9,5 a 10,5 ; le niveau d’eau initial doit étre
maintenu. Il faut aussi estimer la quantité d’exo polysaccharide sulfaté (EPS) formée. Il est
important aussi d’évaluer réguliérement la densité des bassins en spiruline, afin d’éviter les
phénomeénes de limitation de croissance. Ceux-ci apparaissent suite au manque de lumiére,
dans le cadre de cultures trop denses. C’est le disque de Secchi qui permet de savoir s’il est
temps de récolter ou pas. Lorsque celui-ci est a inférieur a 3 unités, c’est le bon moment
[19].

Un autre parametre, trés important est I’aspect des filaments, en fait, des "spirulines
droites™ apparaissent frequemment dans les cultures. Les scientifiques ont pu vérifier que
ces "droites" apparues jusqu’a présent étaient bien des spirulines (Arthrospira platensis),
de composition normale [104]. Ces vérifications ont été réalisées en utilisant des critéres
dimensionnels, morphologiques et nuances de couleur, et également grace a une étude des
"empreintes génétiques” par I’Université de Genéve [105]. Néanmoins, elles ont des
inconvénients, notamment une difficulté a se récolter. De plus, il convient d’étre vigilant
car elles ressemblent aux cyanobactéries Oscillatoria, dont il existe des variétés toxiques.
Finalement, sur ce sujet des spirulines droites, les experts en culture de spiruline restent

humbles et reconnaissent volontiers leur ignorance [19].
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Pour étre sir que ces formes sont effectivement de la spiruline et non une
Oscillatoria toxique, une mesure sous microscope tout en se référant aux clés suivantes :

- 0. agardhi, peut produire de I’hépatoxine, microcystine ;

O. rubescens (maintenant Planktotrix rubescens) produit un dérivé méthyléne

de I’anatoxine-a (neurotoxine) appelée homo antx-a [106 ; 107].

- 0. formosa bory, produit la neurotoxine, homoanatoxine — a [107], maintenant
classée comme Phormidium formosa, elle produit aussi des mycrocystines
[108].

- 0. mougeorii, maintenant classifiée comme Planktothrix mougeorii, produit une
hematoxine [108].

- O. prolifica, maintenant : Planktothrix prolifica, produit une hepatoxine.

- O. nigroviridis peut &tre cancérigéne et est un poison pour les poissons [109].

- 0. tennius et O. brevis produisent des lipopolysaccharides contenant une

endotoxine toxique pour les souris et qui cause des gastro-entérites provenant

de I’eau chez I’homme (moins nocif que les endotoxines bactériennes gram

négatif).

Par ailleurs, il faut savoir que tant que la spiruline est en croissance active, bien
nourrie, récoltée, agitée, a pH > 9,5, d'une belle couleur vert foncé et que le milieu est
régulierement purgé, aucune espéce d'algue concurrente ne réussit habituellement a envahir

le bassin. Cependant, I'apparition d'algues étrangéres est toutefois possible [110].

D’aprés J.P Jourdan [110], le fait d’avoir une culture assez dense des le début, évite
le développement des chlorelles, diatomées et autres variétés d’algues : en effet, elles sont
privées de lumiére donc restent au fond. Les algues intruses peuvent étre de simples
chlorelles (algues vertes monocellulaires comestibles), des Oocystis (grosses chlorelles) ou

des cyanobactéries toxiques.

L’observation au microscope permet aussi de constater si les filaments sont cassés
(par agitation trop vive, trop de lumiére ou manque de potassium), s’ils sont de petite taille
(vitesse de croissance trop rapide, salinité ou pH trop élevés) ou a I’inverse, anormalement

longs (manque de fer) [111].
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2.2.4. Incidences et remeédes.

2.2.4.1. Mangue d’oxygeéne.

Si I'oxygeéne peut étre considéré comme un poison pour la spiruline quand il est en
forte sursaturation pendant la photosynthése active, ce n'est pas le cas en l'absence de
lumiere puisque la spiruline a alors besoin d'oxygene pour respirer. Comme I'a montré J.
Falguet, on atteint facilement I'anoxie en présence de 100 ppm de sucre, méme en agitant
la nuit [19].

2.2.4.2. Changement de couleur du milieu de culture.

La couleur du milieu de culture est une chose facile a vérifier car elle ne nécessite
pas d’équipement particulier. Elle permet généralement de bien apprécier I’état de la
culture [111].

2.2.4.2.1. Une couleur palie.

Elle signale souvent un manque d’azote fixé (pH<10,5) et/ou de CO , (pH>10,5) : il
faut alors vérifier le pH du milieu. Si I’examen au microscope montre que la couleur péle
est liee a des cellules "vides", alors la culture a probablement été stressee (par un brusque
changement de pH ou une variation brutale de la pression osmotique dans les cellules)
[16].

2.2.4.2.2. Une culture d’un bleu-vert foncé.

Cette couleur indique que la chlorophylle était masquée par les autres pigments
(phycocyanine, phycoérythrine et xanthophylle), lorsque la culture est ombragée ou assez
dense [16].

2.2.4.2.3. Une culture jaune ou vert-olive.

Dans ce cas, il y a eu destruction de la chlorophylle (photolyse), suite a un exces de

lumiere, d’un manque d’azote, d’une agitation trop faible ou d’un pH supérieur a 11,5 [16].
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2.2.4.2.4. Une culture jaunatre avec écumes.

Elle signifie qu’i y’a eu lyse et que les parois des cellules sont rompues, en
expulsant des polysaccharides dans I’eau. Il faut ombrager, abaisser le pH avec du CO,0u

du bicarbonate et ajouter de I’azote fixé et du potassium [16].

2.2.4.2.5. Une culture jaunatre sur un fond d’eau grisatre ou laiteux.

Cette apparence signifie que la micro-algue souffre d’un déficit en carbone et
éventuellement en azote. De plus, il a en général beaucoup de bactéries. Mais
normalement, elles ne s’attaquent pas a la spiruline (surtout si I’agitation est rapide) et elles

meurent des qu’il n’y a plus de polysaccharides dans le milieu [16].

2.2.4.2.6. Une absence de couleur.

Elle indique que la spiruline a été soit piégée (dans des amas de polysaccharides,
dans des cristaux de carbonate de calcium ou de phosphate), soit dévorée par des
prédateurs, amibes (C. f. paragraphe 2.2.4.6). La seule chose a faire est alors de nettoyer

totalement le bassin et de recommencer une culture [19].

2.2.4.3. Apparition d’une odeur forte et désagréable.

Les odeurs d’indole, d’hydrogene sulfuré ou de fermentation butyrique peuvent

provenir d’infestations bactériennes séveres [16].

2.2.4.4. Viscosité.

La viscosité d’une culture de spiruline est normalement a peu preés celle de I’eau (1,
002 centipoises). Si la culture devient visqueuse, c’est a cause des exsudats des cellules
(quand un filament se sépare en deux, le contenu de la cellule placée a la rupture se répand
dans le milieu, les extra-métabolites engendre une concentration des ions OH" ce qui rend
la texture du milieu savonneuse, ainsi se forme I’écume, si le pH dépasse 10,5 il faut
rajouter du CO, [16].
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2.2.4.5. Formation d’amas.

Ces amas se forment suite a I’exsudation des EPS, un exces de bicarbonates dans le
milieu, le manque d’azote fixé et le manque de soufre [112]. L’EPS est une espece
d’alginate secrétée par les spirulines, et qui forme comme une capsule au niveau de leur
surface externe. L’EPS est ensuite peu a peu relaché dans le milieu de culture. Dans un
premier temps, il se dissout dans ce milieu, le rendant plus épais ; ensuite, il se polymérise,
s’insolubilise et finit par former des grumeaux jaune-bruns gélatineux parfois visibles a
I’eil nu. Selon J.P Jourdan, le fait de ne pas récolter beaucoup, en laissant monter la
concentration en spiruline, augmenterait le passage d’EPS dans le milieu. Un exces de
formation est lié & un manque d’azote fixé et/ou a un pH trop bas ; on peut y remédier en

ajoutant de I’urée et/ou du carbonate de soude [19].

Les masses gélatineuses de polysaccharides, lorsqu’elles sont nombreuses, piégent
les filaments de spiruline, les entrainent au fond du bassin ou ils meurent, faute de lumiere
et d’acces aux eléments nutritifs. En dehors de cette perte de rendement, la forte production
d'EPS est aussi un probléme dans le sens ou elle salit le milieu de culture et conduit a des
difficultés de récolte [113] : un excés d'EPS semblait conduire a une impossibilité d'essorer
la biomasse par pressage, alors qu'un défaut d'EPS semblait conduire a une biomasse tres

collante mais facilement essorable [27].

2.2.4.6. Contamination par des micro-organismes.

Par contre, I’activation des spores de bactéries est inhibée par un pH élevé (8,5 et
plus) de sorte que les spores ne se developpent pas sous forme végeétative dans une culture
de spiruline. Les contaminations par d’autres algues sont fréquentes. Les plus communes
sont la Chlorella et la diatomée Navicula ; cette contamination apparait dans les débuts de
la culture (diluée). Quand la spiruline devient plus dense, elle les prive de lumiere et les
autres algues meurent. Il y’a tout de méme une possibilité de contamination par d’autres
algues bleues, dont certains ont été indiquées comme toxiques : Anabaena, Anabaenopsis,
Synechocystis, Microcystis aeruginosa, Aphanazominon flos-aquae [114]. Beaucoup de
virus sont détruits par oxydation [115] sinon, ils seront attaqués par la forte tension de
I’eau due a la photosynthese des algues. Les protozoaires et les amibes aussi bien sous

forme végétative que les kystes ne résistent pas a la température du séchage, en outre, les
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kystes ne supportent pas un pH élevé [115-117]. Dans le cas de la spiruline, les
protozoaires sont utiles en dévorant les bactéries ; ils sont éliminés par effet serre ou en
réduisant I’agitation et la profondeur de la culture par jour chaud et bien ensoleillé [16].
Les rotiferes sont éliminés Par filtration avant récolte par un filtre de 130um de diamétre
[16].

D’autres contaminants que I’on rencontre souvent sont les larves de certains
insectes ; en particulier les moustiques et la mouche des marais salés, Ephydra. 1ls génent
en consommant beaucoup de spiruline, leurs élimination se fait par des filets —filtres- de
500um de diametre [16].

2.2.4.7. Contamination par les métaux lourds.

La spiruline absorbe trés facilement les métaux lourds présents dans le milieu de
culture. Certains sont toxiques pour I'nomme (mercure, plomb, cadmium) [16].

On comprend aisément la nécessité d’avoir, sur le site d’exploitation, un petit
laboratoire de contrdle, afin de pouvoir surveiller régulierement I’absence de contaminants

(bactéries, autres micro-algues, protozoaires, larves d’insectes etc.).

2.2.5. Récolte.

Une fois la culture préte pour la récolte, on doit pouvoir prélever au moins 25 % de
la culture par jour. D’autre part, I’expérience prouve qu’il est préférable de pratiquer la
récolte le matin de bonne heure, car la teneur de la spiruline en proteines y est

généeralement plus élevée que le soir [16 ; 19].

La récolte étant une opération un peu délicate, il est conseillé de suivre un protocole

assez rigoureux, divisible en quatre étapes successives :

2.2.5.1. Filtration.

Afin de récolter une spiruline aussi pure que possible, il est conseillé de la faire

passer a travers une toile de 150um avant celle de 30 ou 6Qum de maniére a recueillir les

débris sur la premiere et la spiruline sur la deuxiéme toile et a laisser passer le filtrat qui
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pourra étre réutilisé dans le bassin de production. Aprés un temps variable selon
I'importance de la récolte et la concentration de la spiruline dans le milieu (entre 30
minutes et une bonne heure), la pate verte de spiruline qui s'est accumulée sur le filtre peut
étre récupérée. En cas de production a grande échelle, un tapis vibrant peut étre mis apres

avoir eliminer les débris [16].

2.2.5.2. Lavage et essorage

Lorsque la culture est sale, malodorante ou trop salée, J.P Jourdan conseille de laver
la biomasse avec de I'eau douce potable avant le pressage et le séchage [19]. De son coté, J.
Falquet pense que le lavage de la spiruline apres la récolte et avant le pressage est a éviter.
L'essorage est réalisé par pression. Des I'apparition du liquide vert passant a travers la toile
de pressage, il est conseillé de stopper cette opération. Dans tous les cas le temps de
pressage ne doit pas excéder 30 a 35 minutes, afin de réduire le risque de fermentation. La

biomasse ainsi pressée contient environ 20 % de matiére seche [19].

2.2.6. Séchage.

Le séchage est le seul moyen slr de conserver et de distribuer la spiruline sans
chaine de froid. Lorsque la spiruline pressée ne peut étre séchée de suite, il faut la
conserver dans un recipient fermé, au réfrigerateur bien froid et pas trop longtemps. La
spiruline est séchée au soleil, ou mieux, dans un courant d'air a faible humidité relative et
forte capacité d'absorption d'eau (séchoir solaire indirect, ou électrique,...), jusqu'a ce
qu'elle ne soit plus molle du tout. Elle se détache alors facilement du support plastique et se
broie aisément. La plupart des cultivateurs commerciaux de spiruline, utilisent le séchage
par atomisation. En outre, le séchage au tambour est pratiqué. La lyophilisation demeure la
meilleure méthode de séchage [16].

2.2.7. Conditionnement et conservation.

Durant la mauvaise saison, une "souche™ de spiruline doit impérativement étre
conservée dans son milieu de culture. Les contenants devront laisser passer la lumiere et

étre stockés dans un lieu clair mais a I'ombre, a 4°C.
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En ce qui concerne la biomasse non lavée et pressée jusqu’a une teneur en matiere
seéche comprise entre 20 et 30 %, la durée de conservation ne dépasse pas quelques heures
a température ambiante. Réfrigérée a 4°C, cette biomasse peut-étre conservée deux a trois
jours. La congélation de la biomasse de spiruline est possible mais elle doit s’effectuer

aussi rapidement que possible sinon, y’aura risque d’endommager ses filaments [19].

Au final, sur le plan de la qualité nutritionnelle du produit sec, quatre parameétres
sont a prendre en compte :
e Le type de séchage (gardant les filaments intacts ou brisant les filaments) ;
e Le taux d’humidite résiduel ;
e La protection contre la lumiere ;
e La protection contre I’oxygene ;
Par conséquent, seul un conditionnement opaque et sous vide peut garantir la
conservation longue durée de la spiruline. Les sachets aluminisés multicouches

thermoscellables sont donc fortement recommandés.

Une spiruline de bonne qualité, emballée sous vide dans ces sachets, et conservée a

une température inférieure a 30°C se conserve pendant cing ans [118].

Par ailleurs, la taille des sachets a aussi son importance. En effet, des sachets de 25,
35 ou 50 grammes permettent de garantir la qualité de la spiruline [39].
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CHAPITRE 3
LA SPIRULINE : UN ALICAMENT PAR EXCELLENCE

C’est en 1940 que DANGEARD mentionne pour la premiere fois I’utilisation des
spirulines dans I’alimentation humaine [119]. En 2006, l'agence spatiale européenne
compte utiliser la spiruline dans ses longues missions sur la Lune: "Se cultivant facilement,
la spiruline est directement comestible et pourra étre produite sur la Lune ou Mars. C'est
sur elle que reposera en partie la survie de I'éguipage » explique Christophe Lasseur, chef

du projet spatial Melissa [120].

3.1. Léqislation.

La spiruline répond a la législation sur les compléments alimentaires. Un décret a
permis de fournir un cadre juridiqgue complet pour les compléments alimentaires en
transposant dans le droit national la majeure partie de la directive européenne n°
2002/46/CE. Ce nouveau décret n° 2006/352 du 20 mars 2006, publié au Journal Officiel
du 25 mars 2006, reprend la définition européenne des compléments alimentaires : « On
entend par compléments alimentaires, les denrées alimentaires dont le but est de compl éter
le régime alimentaire normal et qui constituent une source concentrée de nutriments ou
d'autres substances ayant un effet nutritionnel ou physiologique seuls ou combinés,
commercialisés sous forme de doses, a savoir les formes de présentation telles que les
gélules, les padtilles, les comprimés, les pilules et autres formes similaires, ainsi que les
sachets de poudre, les ampoules de liquide, les flacons munis d'un compte-gouttes et les
autres formes analogues de préparations liquides ou en poudre destinées a étre prises en

unités mesurées de faible quantité » [31].

L’étiquetage de ces produits doit comprendre la dénomination de vente de «
complément alimentaire », ainsi que d’autres informations comme le mode d’emploi

détaillé, la dose journaliere recommandée, la liste de toutes les substances utilisées lors de
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la fabrication, les précautions d’emploi. Dans plusieurs états africains, une autorisation de

mise sur le marché (AMM) est prévue pour la distribution de la spiruline [31].

3.2. Qualité nutritionnelle.

La composition nutritionnelle de la spiruline dépend des éléments chimiques dont
elle dispose dans le milieu. La plupart des études des constituants de la spiruline ont été
réalisées sur Spirulina platensis (connue aussi sous I’appellation de Arthrospira platensis
ou S geitler). Cette espece sert de référence car sa composition est relativement constante
méme si elle varie selon la souche, les conditions de culture et le mode de

conditionnement.

3.2.1. Protéines et acides aminés.

La teneur en protéines de la spiruline est élevée. Elle représente 10 a 11% de la
masse humide ; en terme de poids sec, cette teneur oscille entre 50 et 70% [16 ; 121]. La
spiruline est tres riche en matiéres azotées et en contient deux fois plus que le soja, trois

fois plus que la viande ou le poisson [122].

Cette richesse est cependant a relativiser compte tenu de la faible quantité de
Spiruline utilisée en complément alimentaire (<10g par jour) [27]. Lors d’une étude de la
consommation traditionnelle de spiruline au Tchad, il a été estimé que les protéines
provenant de la spiruline ne couvraient que 5 a 8% de I’apport protéique requis pour un
homme adulte [123].

Sur le plan qualitatif, les protéines de la spiruline contiennent des acides aminés qui

représentent 47% du poids total des protéines [124].
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Tableau 3.1 : Pourcentage moyen des acides aminés de Spirulina platensis selon différents
auteurs [16 ; 121, 125] et de Spirulina mexican [126].

Acides aminés Fox, 1999  Clément, 1975 Jacquet, 1974  Borowitzka

Acides aminés essentiels (%)

Isoleucine 5,98 6,40 5,60 5,70
Leucine 8,71 9,00 8,00 8,70
Lysine 5,28 4,80 4,20 5,10
Méthionine 2,85 2,60 2,25 2,60
Phénylalanine 5,09 4,60 4,40 5,00
Thréonine 5,58 5,50 4,70 5,40
Tryptophane 1,48 1,60 1,00 1,50
Valine 7,72 6,90 5,70 7,50

Acides aminés non essentiels (%)

Alanine 8,24 7,90 7,25 7,90
Arginine 7,92 6,70 6,60 7,60
Acide aspartique 9,50 9,20 9,30 9,10
Cystéine 0,93 0,90 0,95 0,90
Acide glutamique 13,20 12,90 N. C. 12,70
Glycine 5,07 5,00 4,80 4,80
Histidine 1,50 1,60 1,60 1,50
Proline 4,32 3,90 3,60 4,10
Sérine 5,46 5,60 5,00 5,30
Tyrosine N. C. 4,90 4,30 4,60

Les plus fortes teneurs sont celles de la leucine, la valine, et I’isoleucine. Les acides
aminés soufrés (méthionine et cystéine) ainsi que d’autres non-soufrés (tryptophane, lysine
et histidine), essentiels chez I’enfant, sont peu abondants [124 ; 127-129] (Tableau 3.1). Ce
spectre d'acides aminés montre que la valeur biologique des protéines de la spiruline est
tres haute, et que l'optimum pourrait étre atteint par complémentation avec une bonne
source d'acides aminés soufrés [11]. A noter que les protéines majeures de la spiruline sont

les phycocyanines [130].
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La valeur de I’utilisation protéique nette ou NPU (qui détermine la digestibilité),
c'est-a-dire la proportion d'azote protéique absorbée lorsque la source de protéines étudiée
est le seul facteur nutritionnel limitant [131]. La spiruline ne contient pas de parois
cellulosiques mais une enveloppe de muréine relativement fragile [124 ; 127 ; 132 ; 133]
ce qui explique sa tres bonne digestibilité 75 a 92% (caséine pure 95.1%) [134-136]. Ainsi
la spiruline ne nécessite ni cuisson ni traitements spéciaux destinés a rendre ses protéines
accessibles [130]. La valeur NPU de la spiruline est estimée entre 53 et 61% soit 85 a 92%
de celle de la caséine [135 ; 137 ; 138].

L’assimilation des protéines est mesurée par I’Efficacité Protéique (PER). Il s’agit
du gain de poids de I’animal ou de I’individu, divisé par le poids de protéines ingerées. Les
protéines de référence sont la lactalbumine ou la caséine [139]. La valeur du PER pour la
spiruline déterminée chez des rats en croissance est estimée entre 1,8 et 2,6 [132; 133;
135; 139-143].

Chez I'nomme, bien que rares, les études effectuées tendent a montrer des résultats
similaires a ceux obtenus sur les animaux, quoique la digestibilité semble un peu plus

faible [139 ; 132 ; 135].

3.2.2. Composition en lipides.

Les lipides représentent généralement 5,6 a 8% du poids sec de la Spiruline [116 ;
1124; 127 ; 136] mais ce pourcentage peut atteindre 13% [137-139]. La composition en
lipides totaux se subdivise en deux fractions : une fraction saponifiable (83%) et une
fraction insaponifiable (17%) [19 ; 132 ; 135].

3.2.2.1. Les acides gras.

La fraction saponifiable, représente 4,9 a 5,7% de la matiere séche de la Spiruline
[16] ; Elle est essentiellement composée de monogalactosyl diglycéride et de digalactosyl
diglycéride (23%), de sulfoquinovosyl diglycéride (5%) et de phosphatidyl glycérol
(25,9%). Les triglycérides ne sont présents qu’a de trés faibles taux (0,3%). La

phosphatidyl choline, la phosphatidyl éthanolamine et le phosphatidyl inositol ne sont pas
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présents en quantité appréciable. 1l est a noter que 4,6% de phospholipides sont encore
indéfinis [23 ; 147].

La composition des principaux acides gras de 3 espéces de Spiruline (Tableau 3.2)
révele la présence d’une forte concentration en acides gras essentiels (qui incluent les

oméga-3 et des oméga-6).

Tableau 3.2 : Composition typique en pourcentage des principaux acides gras de trois

espéces de Spiruline [148].

Acidesgras S. pacifica S.maxima  S. platensis
Palmitique (16 :0) 44,2 63,0 25,8
Palmitoléique (16 :1) oméga-6 4,4 2,0 3,8
Stéarique (18 :0) Traces 1,0 1,7
Oléique (18 :1) oméga-6 0,4 4,0 16,6
Linoléique (18 :2) oméga-6 24,3 13,0 40,1
Gamma-linolénique (18 :3) oméga-6 22,1 13,0 40,1
Alpha-linolénique (18 :3) oméga-3 Traces Traces Traces

L’acide gamma-linolénique (GLA) constitue 10 a 20% des acides gras (soit 1-2%
du poids sec) chez Spirulina maxima et jusqu’a 40% chez S. platensis, (soit 4% du poids
sec). La Spiruline figurerait parmi les meilleures sources connues d’acide gamma-
linolénique, avec le lait humain, et quelques huiles végétales peu connues (huile d’onagre,
de bourrache, de pépin de cassis et de chanvre) [137, 149]. La présence de cet acide gras
[150] est a souligner du fait de sa rareté dans les aliments courants. Il peut néanmoins étre
directement assimile avec profit en cas de trouble ou d'insuffisance de sa synthese
endogene [151] et c’est un précurseur de médiateurs chimiques des réactions

inflammatoires et immunitaires [130].

L’absence d’acide alpha-linolénique a été bien établie [152]. Ce dernier acide gras
peut méme étre considérée comme un facteur de discrimination entre le genre Arthrospira

(qui n’en contient pas) et le genre Spirulina, qui en contient toujours [153].
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A noter aussi l'absence d'acides gras au nombre de carbone impair [75] et une tres
faible teneur en acides gras a chaines ramifiées [124], deux types de lipides non

métabolisables par les animaux supérieurs.

Les sulfolipides tels les sulfoquinovosyl-diglycérides (5% de la fraction
saponifiable), intéressent les chercheurs pour leur activité thérapeutique [154] depuis
qu’une activité protectrice contre I’infection des cellules helper-T par le VIH leur a éte
attribuée [155]. Le composant lipide sulfoquinovosyl-diacyl-glycerol (SQDG), de
Soirulina platensis riche en sulfolipides, a démontré par expérience in vitro sa capacité a
inhiber la transcriptase inversel du hiv-1 et du hiv-2 alors que ce dernier est naturellement
résistant a cette classe de molécules [156]. Enfin, la spiruline a été recommandeée comme

supplément alimentaire en cas de carence en acides gras essentiels [145].

3.2.2.2. La fraction insaponifiable.

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

de la matiére séche de la Spiruline [16].

Bien que certaines études [124] révelent I’absence de sterols, il semblerait que ces
derniers représentent néanmoins 1,5% de la fraction lipidique non polaire de la Spiruline
[130]. D’apres Clément, 1975 [23], Santillan, 1974 [135] et Hudson & Karis, 1974 [145],
les taux de stérols libres ne dépassent pas 0,015% du poids sec de la Spiruline. Ces
stéroides sont principalement le colionastérol, I’avenasterol et en plus faible quantité, le
cholestérol [157]. On trouverait aussi du betasitosterol [158 ; 159]. Certains de ces stérols

pourraient partiellement expliquer I’activité antimicrobienne de la Spiruline [23].

Les terpénes représentent de 5 a 10% de la fraction insaponifiable [121]. Chez
Soirulina platensis, ils sont essentiellement représentés par I’alpha et le beta-amyrine : un

triterpéne pentacyclique [23].

Les hydrocarbures saturés a longues chaines (paraffine) constituent 25% de
I’insaponifiable chez Spirulina platensis et Spirulina maxima [124], soit 0,1 a 0,3% de la

matiére seche [160]. Les deux tiers sont constitués de n-heptadécane ; le tiers restant
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comprend dans l'ordre, les hydrocarbures linéaires saturés en C15, C16, C18 ainsi que trois
hydrocarbures saturés a chaines ramifiées, non identifiés [160]. La métabolisation de ces

produits, et plus particulierement de I'heptadécane, peut étre toxique [130].

3.2.3. Les glucides.

Les glucides représentent 13,6 & 25% de la matiere seche des Spirulines [130 ; 148 ;
161]. La paroi des Spirulines comme les bactéries Gram-négatives, est formée de
glucosamine et d’acide muramique associés a des peptides. L'essentiel des glucides
assimilables est constitué de polymeéres tels que des glucosannes aminés (1.9% du poids
sec) et des rhamnosannes aminés (9.7%) ou encore de glycogéne (0.5%) [130].

Les glucides simples ne sont présents qu’a I’état de traces : ce sont le glucose, le
fructose et le saccharose; on trouve aussi des polyols comme le glycérol, le mannitol et le
sorbitol [130].

Présents sous forme phosphorylée, les cyclitols correspondent a 2-3 % de la matiere
séche de la Spiruline. Ils se composent essentiellement de méso-inositol phosphate (la
seule substance glucidique intéressante par sa quantité chez la spiruline) qui constitue une
excellente source de phosphore organique ainsi que d'inositol (350-850 mg/kg mat. seche)
[132; 162]. Il faut toutefois remarquer qu'une teneur si élevée en cyclitols phosphates
pourrait avoir a la longue un effet décalcifiant, si I'apport en calcium se trouvait insuffisant.

Dans le cas de la spiruline, ce danger est écarté par sa richesse en calcium [132 ; 144].

Un polysaccharide spécifique de la spiruline, le spirulan, a été isolé et partiellement
caractérisé [163 ; 164]. Porteur de nombreux résidus sulfatés et se composent de rhamnose,
ribose, mannose, fructose, galactose, xylose, glucose, d’acide glucuronique et
galacturonique, ainsi que d’ions calcium et sodium., il est fortement polyanionique. Cette
substance semble prometteuse comme anti-virale, anticoagulantes et immunostimulantes
[165-167].

Le Polyhydroxybutyrates (PHB) est un polymere de reserve. Non-métabolisable par

I’homme, il ne semble présenter aucune toxicite. Certaines publications font état de teneurs
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en PHB voisines de 6% du poids sec de la spiruline [168], des fois, pas plus de 0.3% de
PHB [169].

Un nouveau polysaccharide d’un poids moléculaire élevé a été isolé chez Spirulina
platensis. Cet activateur potentiel des monocytes et macrophages humains [170 ; 171] a été
nommé « Immulina ». Ce polysaccharide, structurellement complexe et fortement

hydrosoluble, représente entre 0,5% et 2% du poids sec de cette cyanophyceée [130].

3.2.4. Les acides nucléiques.

La Spiruline renferme 4,2 a 6% d’acides nucléiques totaux (30% ADN et 70%
ARN) dans sa matiére seche [127 ; 135]. La richesse en acides nucléiques d’un aliment
peut induire a terme une production importante d’acide urique par dégradation
biochimique des purines. L’ARN en produit deux fois plus que I’ADN. L’exces de cet
acide peut entrainer a la longue des calculs rénaux et des crises de gouttes. Il est admis que
la dose maximale d’acides nucléiques tolérables a long terme est de 4g/j pour un adulte
[172]. Il faudrait consommer 80 g de Spiruline séche pour atteindre cette dose (la quantité
de Spiruline usuellement consommée ne dépasse pas 10 g de matiére séche) ; On peut donc
raisonnablement penser que la teneur en acides nucléiques de la spiruline ne pose pas de

problemes, méme a long terme et pour des doses élevées [130, 173].

3.2.5. Les vitamines.

La Spiruline contient une large gamme de vitamines (Tableaux 3.3 et 3.4). Les
valeurs du tableau sont variables car elles concernent différentes productions avec des
procédés de conservation variés. En effet, les vitamines sont sensibles a la chaleur. D’aprées
une étude [124], les teneurs en vitamines du Tableau 3.3 et 3.4 seraient diminuées
d’environ un tiers dans le cas de séchage sur des tambours chauffants. La granulométrie du
produit final intervient également dans la préservation immédiate et la conservation a long
terme des vitamines notamment pour le B-caroténe [174]. Une granulomeétrie plus élevée

permettrait une meilleure conservation. Le séchage par pulvérisation étant déconseillé.
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3.2.5.1. Les vitamines liposolubles.

Tableau 3.3 : Teneur en vitamines liposolubles en pg/g de matiére seche de Spiruline

[130].
Vitamine Teneur (Ug/Q)
Provitamine A (B-carotene) 700-1700
Vitamine E 50-190
Cryptoxanthine 100

3.25.1.1. Le Béta- caroténe.

Parmi les vitamines liposolubles, on note une teneur trés élevée er -carotene. Il
représente 40 a 80% des caroténoides de la spiruline, le reste étant composé principalement
(par ordre décroissant) de xanthophylle, de cryptoxanthine, d’échinénone, de zéaxanthine
et de lutéine [175; 176]. On trouve entre 700 et 2000 mg de B-caroténe et environ 100 a
600 mg de cryptoxanthine par kilo de spiruline seche [177], ces deux caroténoides sont
convertibles en vitamine A par les mammiferes qui ne synthétisent pas cette vitamine [130,
178]. Les besoins en vitamine A sont estimés chez I'adulte @ moins d'un (01) mg par jour
[179]; d’autre part, la conversion du B-caroténe en vitamine A se fait chez I’humain a 17 a
20% (en partie selon la dose de [3-caroténe absorbée) [180]. Quelques grammes de
spiruline suffisent donc a couvrir entierement les besoin en vitamine A d’un adulte. D'autre
part, lI'absence de rétinol exclut un éventuel risque de surdosage, le B-caroténe n'étant pas

toxique par accumulation au contraire de la vitamine A.

La biodisponibilité des caroténoides de la spiruline a été démontrée aussi bien chez
le rat que chez le poulet [181-183]. Cette biodisponibilité a aussi été démontrée chez
I’homme [184]. Des études cliniques ont également prouve I'excellente utilisation des
caroténoides de la spiruline chez I'hnumain [185]. De 80% a 10%, La déficience chronique
en vitamine A chez 5000 enfants était de 80% a 10% (dose quotidienne unique de

spiruline : 1g, pendant 5 mois [186].
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La vitamine A est impliquée dans la croissance des os et la synthése des pigments
de I'eeil. Divers travaux sur la supplémentation en vitamine A avaient suggéré une relation
entre la carence en cette vitamine et le risque de transmission materno-feetale du virus HIV
[187]. Bien que ce sujet reste controversé [188]. Une étude récente de Wang et al. En 2008
[189] portant sur des chinois adultes montre que I’ingestion de 4.5 mg de B-caroténe
provenant de la spiruline apporte 1mg de vitamine A.

3.25.1.2. Vitamine E (tocophérols).

On note dans la spiruline des teneurs en vitamine E de la Spiruline variant de 13
[190] a 120 mg/Kg [191] voire méme 190 mg/Kg [132 ; 144]. Ces différences sont liées
aux méthodes de dosage, aux conditions de culture, mais surtout de séchage de la spiruline.
Il est tres probable que le séchage par « spray-drying » qui brise trés fortement les
filaments de spiruline réduise considérablement la durée de conservation des vitamines

sensibles a I’oxydation, dont la vitamine E [130].

Les besoins quotidiens en vitamine E seraient de 15 U.l. ; Les besoins journaliers
d’un enfant de 6 mois & 3 ans sont de 5.10%4 6.10% pig ; si la biodisponibilité était de 100%,
une dose de 10 g de spiruline couvrirait de 2 & 22 % de ces besoins soit 12 mg de
tocophérols libres [192]. Les propriétés anti-oxydantes du tocophérol pour les acides gras
insaturés pourraient expliquer la bonne conservation de ces derniers dans la spiruline

séchée.

3.2.5.2. Vitamines hydrosolubles.

La teneur en vitamines hydrosoluble de la spiruline, est représentée dans le tableau
3.4.



50

Tableau 3.4 : Teneur en vitamines hydrosolubles en pg/g de matiére seche de Spiruline

[130].
Vitamine Teneur
B1 (thiamine) 34 -50
B2 (riboflavine) 30 -46
B3 (niacine) 130
B5 (pantothénate) 4,6 -25
B6 (pyridoxine) 5-8
B8 (biotine) 0,05
B9 (folate) 0,5
B12 (cobalamine) 0,10 - 0,34*
C (acide ascorbique) Traces

* Hors pseudo vitamine B12.

3.25.2.1. Vitamine B12.

Parmi les vitamines hydrosolubles, on note la présence de vitamines du groupe B. Il
faut souligner la teneur exceptionnelle en vitamine B12 (cobalamine) qui est de loin la
vitamine la plus difficile a obtenir dans un régime sans viande car aucun végétal courant
n'en contient. La spiruline en serait quatre fois plus riche que le foie cru, longtemps donné
comme meilleure source. A propos de la biodisponibilité réelle du complexe B12 de la
spiruline chez I'homme. Certains travaux nieraient la présence de vitamine B12 "active"
dans la spiruline [193]; d’autres révélent de hautes teneurs en B12 "active" dans certaines
souches de spiruline [194]. Selon Messina et al., 1996 [195] et Donaldson, 2000 [196], la
spiruline, comme les autres algues alimentaires, peut contenir des analogues de la vitamine
B12 ; mais ne peut étre considérés comme une source fiable de vitamine B12 active [97 ;
98]. Une étude de la composition d’une souche de spiruline (NIES-39) en corrinoide
montre que le corrinoide prédominant (83%) est une pseudo-B12, la 7-adeninyl
cyanocobamide, mais que la véritable vitamine B12 représente tout de méme 17% des
corrinoides totaux [199 ; 200]. Le composé prédominant ne semble pas avoir d’activité
B12 chez I’homme, mais il n’interfere pas dans le métabolisme normal de la vitamine B12
[199].
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Une note technique de la firme « Cyanotech » mentionne une teneur totale en
corrinoides de 7 micro-gramme par gramme de spiruline et une fraction de 36%
représentant la vitamine B12 assimilable par I’lhomme [201]. Ces valeurs indiquent qu’un
gramme de cette spiruline couvrirait plus de 80% des apports quotidiens en B12 pour un
adulte. Quoi qu’il en soit de la spiruline, il est maintenant établit que bien d’autres sources
alimentaires de vitamine B12, voire méme les préparations multivitaminées synthétiques
contiennent elles-aussi de fortes proportions d’analogues non-métabolisables par I’homme
[202-205].

La vitamine C n’existe qu’a I’état de trace dans la Spiruline [130].

3.2.5.2.2. Bioptérine.

La spiruline contient une grande quantité de bioptérine (plus précisément I’alpha-
glucoside de la bioptérine), qui semble jouer un réle fondamental dans la protection de
I’appareil photosynthétique contre les rayons UV [205]. Cette substance fortement
fluorescente peut, chez I’homme, étre convertie en un co-facteur enzymatique d’une trées
grande importance, la tétrahydrobioptérine. On ne peut considérer cette substance comme
une vitamine, car elle peut étre entiérement synthétisée chez I’humain; il existe toutefois
des situations pathologiques [206] liées a un manque de synthese, situation qui peuvent
étre améliorée par un apport externe de tétrahydrobioptérine. L’efficacité de la bioptérine

elle-méme, par voie orale, n’est pas connue a ce jour [130].

3.2.6. Minéraux et oligo-éléments.

La composition en minéraux de la Spiruline apparait dans le Tableau 3.5. On
observe une grande variabilité dans les teneurs. Elle s’explique par le fait qu’elles
concernent les spirulines en milieu naturel et celles cultivées. En outre, il est possible

d’augmenter les teneurs en minéraux des organismes cultivés [130].
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Tableau 3.5 : Composition en minéraux de la Spiruline cultivée en pg/g de sa matiere
séche [130].

Minéraux Teneur dela spiruline seche (mg/kg) Doses requises*
(mg/jour)
Calcium 1300-14000 1200
Phosphore 6700-9000 1000
Magnésium 2000-4000 250-350
Fer 600-6000** 18
Zinc 21-6000** 15
Cuivre 8-2000** 1,5-3
Chrome 2,8 0,5-2
Manganése 25-37 5
Sodium 4500 500
Potassium 6400-15400 3500
Sélénium 0,01-50** 0,05

*Pour I’adulte [207].

**Valeurs obtenues par enrichissement spécifiques.

Les minéraux spécialement intéressants chez la spiruline sont le fer, le zinc, le

magnésium, le calcium, le phosphore et le potassium.

3.2.6.1. Fer.

Les Spirulines naturelles ont rarement des teneurs en fer dépassant 500 mg/kg bien
que des valeurs supérieures a 1000 mg/kg aient été trouvées [208]. La Spiruline de culture
peut étre enrichie en Fer et les teneurs obtenues peuvent étre alors plus de 10 fois
supérieures a celles présentées dans le tableau 3.5.

Le fer est essentiel a I’organisme humain car il intervient dans la constitution de
I’hémoglobine, de la myoglobine et d’enzymes jouant un réle capital dans de nombreuses
réactions métaboliques. Johnson et Shubert (1986) [209] et Kapoor (1993) [210], ont
étudié la biodisponibilité du fer de la Spiruline chez le rat et Puyfoulhoux et al. (2001)
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[211], sur des cellules Caco-2. Cependant la biodisponibilité (absorption + utilisation) ne
peut-étre mesurée chez I’Homme que par des études in vivo avec des isotopes stables.
3.2.6.2. Zinc.

Le Zinc est considéré comme un micronutriment majeur dans la lutte contre la
malnutrition [212]. Des carences en zinc sont fréquemment associées a des diarrhées, a

I'anorexie, a des problémes cutanés, ou a I’infection au VIH [213].

La Spiruline cultivée ne contient généralement que des traces de Zinc (21-40 pg/g).
Ces teneurs sont insuffisantes pour que la Spiruline soit considérée comme une bonne
source en Zinc. Cependant la Spiruline peut étre enrichie [214]. Une Spiruline de Biorigin
1’ Azina titrerait 6000 ug Zn/g [215 ; 130].

3.2.6.3. Magnésium.

Le Mg est un élément important pour la santé et une carence est fréquente chez les
enfants malnutris [216]. La Spiruline est naturellement riche en Mg. Planes et al. (2002)
ont montré par des études sur des cellules intestinales Caco-2 qu’un enrichissement en Mg
n’ameéliorait pas la disponibilité en magnésium [217].

3.2.6.4. Sélénium.

Le sélénium est un micro-élément essentiel a effet antioxydant. Il n’y a
pratiquement pas de sélénium dans la Spiruline naturelle mais il est possible d’enrichir la
Spiruline en sélénium par addition de sélénite de sodium au milieu de culture [218 ; 219].
Cases et al. (1999, 2001, 2002) ont montré la biodisponibilité par les rats du sélénium a
partir de Spiruline fortifiée [220-222].

3.2.6.5. L’iode.

La carence en iode est la premiere cause de maladie mentale évitable [223], Il est
possible d’obtenir des souches de Spiruline capables de fixer I’iode [224 ; 225] mais les
sels d’iodes sont chers et la Spiruline ne semble pas concentrer activement cet élément

qu’en presence de cobalt qui s’avere carcinogéene [226].
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3.2.7. Pigments.

La Spiruline contient des chlorophylles dont la chlorophylle a, des caroténoides
dont le principal est le B-caroténe et des phycobiliprotéines telles la phycocyanine et la
phycoérythrine. Les teneurs en pigments de Spirulina platensis apparaissent dans le tableau
3.6.

Tableau 3.6 : Teneurs en pigments exprimeées en mg pour 10g de matiére séche de

Soirulina platensis [120].

Pigments Teneur en mg/10g
Chlorophylles totales 115
Chlorophylle a 61-75
Caroténoides (orange) 37
Phycocyanine (bleu) 1500-2000
Phycoérythrine (rouge) 2900-10000

Les teneurs en phycocyanine et phycoérythrine varient selon la souche et les
conditions de culture. En effet, les teneurs en phycobiliprotéines (qui captent I’énergie
lumineuse vers les photosystéemes) sont régulées par I’intensité de I’éclairement. Le tableau
3.6 montre que la cyanobactérie Spirulina platensis est une excellente source de
phycocyanine. D’aprés Vonshak (1997), la fraction protéique pourrait contenir jusqu’a 20
% de phycocyanine [227]. En outre, la forte teneur en ce pigment pourrait étre d’un grand
intérét industriel. D’apres I’étude de Fedkovic et al., 1993, les antioxydants comme le [
carotene contenus dans la spiruline permettraient d’inhiber a la fois I’effet mutageéne et
I’effet régulateur induit par les radicaux libres, préservant ainsi nos tissus [228]. Le B-

caroténe est d’autre part un précurseur de la vitamine A.

3.3. Valeur thérapeutique.

Dans les pays développés, et depuis peu dans quelques régions d’Afrique, la
Spiruline est consommée comme complément alimentaire « bénéfique a la santé » [229].

Elle est vendue dans le secteur des produits dits « Bio ». La spiruline semble étre un
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complément thérapeutique idéal. Les propriétés thérapeutiques de la spiruline sont utilisées
aux traitements de diverses pathologies en se basant sur la composition de cet organisme et

les études sur les activités de ses composants.

La spiruline semble étre un excellent antiviral [9; 155 ; 23-234], un anti herpes
[235] et lutte contre le HIV-1[9 ; 155 ; 236-238] elle est aussi un anti bactérien [239]. Elle
baisse le taux de cholestérol et des lipides sanguins [240-250]. Son effet hypo-glycémiant a

été prouvé [251-259] ainsi que son effet contre I’hypertension artérielle [250].

Cette portion magique stimule le systeme immunitaire [260-263]; elle aurait une
activité anti-tumorale [7; 264] et peut induire un mécanisme d’apoptose des cellules
cancéreuses [219] : elle prévient le cancer [6 ; 264-273]. Toute fois, elle exerce une activité
anti-oxydante [5; 274-276]. Elle est douée d’activité anti-inflammatoire sur les
articulations [2], d’un effet protecteur contre les radiations en stabilisant le DNA [6], d’un
effet sur la flore intestinale [277]. Elle Prévient I’anémie: [209; 278-280], stimule
I’érythropoiese [281] et diminue la leucoplasie [282 ; 283].

La spiruline, possede une propriété de réduire les métaux lourds : arsénic [9; 284-
286], cadmium [287] et mercure [288], et des substances néphro-toxiques de I'organisme
[4; 258]. C’est un hépato-protecteur [5; 270 ; 289], lutte contre toxicité cardiaque [290 ;
291], empéche le développement de I’athérosclérose [292] et I’ischémie cérébrale [290 ;
291; 293] et les agents responsables de la pneumonie [294]. En outre, la spiruline joue un
role dans reéactivité vasculaire [295], elle est anti-plaquette [296], Anti cataracte [297];
Prévient la rhinite allergique [8 ; 298 ; 299] voire méme le Parkinson [300]. L'efficacité de
la spiruline pour perdre du poids [301] reste a prouver, en outre elle, elle permet une

meilleur croissance de la musculature [302 ; 303].

3.3.1. Toxicité.

A I’issue des nombreuses études menées par des chercheurs spécialisés dans le
domaine des cyanobactéries, il ressort que la spiruline (genre Arthrospira) n’est pas
toxique, contrairement a la plupart des autres cyanobactéries [172 ; 304]. Elle ne possede

pas les genes qui assurent la synthese des cyanotoxines [27].
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A cbté de ce genre de contamination, il faut également envisager celle par les
micro-organismes et les métaux lourds (tableau 3.7). La forte capacité de la spiruline a
fixer certains poly-cations (cadmium, plomb, chrome, cuivre) nécessite d’effectuer des
contréles sur les teneurs en métaux lourds des spirulines destinées a la consommation

humaine.

Tableau 3.7 : Normes imposees en France pour la contamination des spirulines
alimentaires en bactéries et metaux lourds (Arrété du 21/12/1979) [16].

Type d’agent contaminant Norme admise

M étaux lourds Sur poids sec, en ppm (Mmg/K g)
Arsenic <3

Plomb <5

Etain <5

Cadmium <0,5

Mercure <0,1

lode <5000
Bactéries Sur produit frais ou sec (ger me/g)
Germes aérobie (30°C) <100 000
Coliformes fécaux (44,5°C) <10
Anaérobies sulfito-réducteurs (46°C) <100
Clostridium perfringes <1

Salmonella Absence dans 25 g
Saphyloccus aureus <100

3.3.2. Réactions allergigues.

Dans différentes publications, il est toujours souligné I’excellente tolérance de la
spiruline au niveau métabolique. Il n’a jamais été signalé d’allergies [305], jusqu’a I’an
2010 ou un travail de Pétrus et son équipe [306] signale la détection de la premiere
manifestation allergique de la spiruline chez un enfant atopique de treize (13) ans, apres
six (6) heures de son ingestion, des troubles digestifs a type de diarrhée et érythéme diffus.

L’allergéne responsable, la phycocyanine C, a été identifié [307].
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3.4. Précautions d’emploi.

La dose courante de spiruline utilisée comme complément alimentaire (en dehors
des états de malnutrition sévere) se situe aux alentours de 3 & 5 g par jour. En lien direct
avec ses propriétés détoxicantes, lorsque les dosages de départ sont trop élevés, des
symptémes que des troubles gastro-intestinaux et/ou des céphalées peuvent survenir. Les
societés commercialisant la spiruline conseillent donc de commencer par une dose de 1 g/j
et d’augmenter progressivement par palier de 1 g tous les trois jours, jusqu’a la dose

quotidienne souhaitée [44].

De plus, la spiruline pouvant exercer un effet stimulant chez certaines personnes, il
est préferable de ne pas en prendre le soir. Par ailleurs, les personnes souffrant de
phénylcétonurie doivent éviter la spiruline car, comme tous les aliments renfermant des
protéines, elle contient de la phénylalanine. Aucune interaction médicamenteuse n’a été

signalée jusqu’alors [44].
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CHAPITRE 4
LA SPIRULINE FACE A LA TECHNOLOGIE.

De récentes recherches sur les photobioréacteurs ont montré la possibilité de faire
pousser I’algue dans I’espace sous microgravité avec des fibres optiques [308], de quoi
nourrir d’espoir I’astronautique moderne. Cette fraction magique peut étre utilisée dans le
traitement des effluents industriels et comme source d’énergie durable et de biocarburant
[301 ; 309].

En outre, l'industrie utilise les spirulines pour l'alimentation animale et la
fabrication d'aliments diététiques, destinés, par exemple, aux régimes hyperprotéiques, elle
fait donc partie des innovations de la technologie agro-alimentaire. En agriculture ou
biologie, le groupe des cyanobactéries produit une variété de métabolites secondaires dans
leur milieu de culture [310]. Beaucoup de ces produits naturels ont des activités
antibiotiques, algicide, antiviral, fongicide [311-313].

4.1. Spiruline & usage animal.

La spiruline est utilisée comme complément alimentaire pour les animaux [314 ;

315] pour plusieurs raisons.

4.1.1. Favoriser la croissance et la fertilité.

Des études sur les poissons d’aquarium tels le Xiphophorus helleri [316] et la
crevette Fenneropenaeus chinensis [317] ont montré les effets bénéfiques de Spirulina
platensis. Ainsi I’influence bénéfique sur la croissance, de I’incorporation de Spiruline
dans la nourriture des poulets de chair a été étudiée par Razafindrajaona, 2008 [318].
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4.1.2. Renforcer les défenses immunitaires.

En aquaculture, la spiruline est ajoutée aux granulés dans la nourriture des poissons
d’élevage, plus souvent soumis a des infections virales et/ou bactériennes que les poissons
sauvages. Watanuki et al., 2006 [219], ont mis en évidence I’effet immunostimulant de
Soirulina platensis chez la carpe Cyprinus carpio.

Chez les chiens et les chats, la spiruline permet d’améliorer I’état de la peau et des
poils et d’éviter les carences en calcium [320 ; 321]. La dose dépend du poids de I’animal
[322]. Elle prévient les infections respiratoires chez les lapins [323] ; surmonte la fatigue
physique et les états de stress en période de mue chez les oiseaux, et favorise un plumage
doux et plus solide [324].

4.1.3. Pour augmenter la pigmentation.

La spiruline est utilisée pour ses pigments :
e Enaquariophilie pour accentuer la coloration des poissons d’ornement [316];
e Enaquaculture pour améliorer la pigmentation des crevettes et des poissons [325];
e En agroalimentaire pour rendre les ceufs et la chair de poulet plus attrayants au
consommateur par les caroténoides qu’elle contient [122 ; 137 ; 326].

4.1.4. Pour améliorer les performances des animaux.

Elle est vendue comme additif a la nutrition des taureaux reproducteurs, Elle donne

une robe plus brillante pour les chevaux et exerce une action énergissante [327].

4.2. Spiruline & usage humain.

La spiruline est utilisée dans le domaine cosmétologique; c’est un aliment
fonctionnel et un supplément alimentaire. En plus de ses effets thérapeutiques et
nutritionnels notés dans le chapitre 3 telle la lutte contre la malnutrition, la dénutrition et
les carences protéiques : le kwashiorkor, elle est spécialement intéressante en tant que

source de fer hautement assimilable. Riches en molécules anti-oxydantes.
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4.2.1. Industrie cosmétique.

En cosmétique, la spiruline est utilisée dans les masques cryogéniques et cremes

anti-age, par son action sur le renouvellement cellulaire et la tonicité des tissus [328].

La phycocyanine extraite de la spiruline est aussi utilisée dans le domaine de la
cosmetologie, elle rentre ainsi dans la composition de rouges a lévres et de crayons pour
souligner les yeux [329]. Ainsi, en utilisant de la spiruline en complémentation d’une
alimentation équilibrée, la peau devient plus nette et fraiche, les cheveux retrouvent

vigueur et brillance, tandis que les ongles fortifiés cassent moins facilement [330].

De facon un peu plus détaillée, sa teneur en vitamine A permet un bronzage plus
rapide et plus uniforme au soleil. Sa teneur en vitamine B5 permet a la peau de conserver
son hydratation et sa souplesse ; elle aide aussi a renforcer les cheveux contre les
agressions chimiques et mécaniques. La vitamine B8, en diminuant I’excrétion de sebum,

réduit la principale cause de chute des cheveux [330].

Par ailleurs, la spiruline renferme une teneur élevée en acide qui exerce une action
thérapeutique importante sur le derme : atténuation de certains phénoménes inflammatoires
(notamment aprés des brdlures) et amélioration de la qualité des cicatrisations cutanées.
Cet acide étant tres rare dans la nature (onagre, bourrache, cassis), son extraction a partir

de la spiruline pourrait constituer une offre intéressante pour I’industrie cosmetique.

4.2.2. Industrie agro-alimentaire.

4.2.2.1. Adjuvant de régimes amaigrissants.

La spiruline, gréce a son apport naturel et équilibré en vitamines, minéraux et oligo-
éléments, peut donc étre considérée comme une Vvéritable alliée pour les personnes qui
veulent entamer un régime. De plus, par son effet détoxifiant, elle aide a éliminer les
toxines [331].
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Aprés quelques jours d’utilisation, I’effet énergisant de la spiruline fait que la
personne, non seulement ne se sent pas fatiguée (puisqu’elle n’est pas carencée), mais en
plus elle se sent plus dynamique qu’avant le début de son régime. Cette constatation émane
de nombreux témoignages de femmes (et d’hommes aussi) qui I’ont testee [331]. Par
ailleurs, la prise de 5 a 10 g de spiruline 20 a 30 minutes avant les repas, entraine un

sentiment de satiété lequel facilite le suivi d’un régime hypocalorique.

Ce phénomeéne est lié a sa teneur en phénylalanine (2,8 g pour 100 g de matiére
séche) : cet acide aminé est métabolisé dans l'intestin en phényléthylamine, laquelle
déclenche la sécrétion d’une hormone (la cholécystokinine) qui donne au cerveau un signal

de satiété ; c’est en quelque sorte un coupe-faim naturel et sans danger [332].

4.2.2.2. Colorant alimentaire.

Trois pigments peuvent étre extraits, mais actuellement c’est la phycocyanine qui
est la plus utilisée dans cette indication ; les deux autres pigments sont plutét utilisés dans

le domaine pharmaceutique.

e L a phycocyanine.

C’est un pigment retrouvé exclusivement chez les cyanobactéries, la spiruline étant
celle qui en renferme le plus (10 a 15 %). Cette substance hydrosoluble donne une couleur
bleue lorsqu’on la mélange a de I’eau. Le bleu est une couleur primaire recherchée car trés
rare dans la nature. On I’utilise aussi pour obtenir, en le mélangeant a d’autres couleurs,
des tons différents. Au Japon, divers aliments renfermant de la phycocyanine extraite de
spirulines chewing-gums, sorbets, sucettes glacées, bonbons, boissons sans alcool, gelees
et produits laitiers. L’extraction de la phycocyanine a partir de la spiruline se fait aprés
culture en photobioréacteurs. En Europe, la phycocyanine représente le seul colorant bleu
naturel autorisé dans I’industrie alimentaire. [329].
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e La chlorophylle.

C’est un pigment vert abondant dans le monde végétal La spiruline, avec sa teneur
de 1 % en chlorophylle-a, présente un meilleur rendement (0,2% pour les autres vegéetaux).

Néanmoins, elle reste encore peu utilisée [329].

e Les caroténoides.

Ce sont des pigments orangés qui sont actuellement extraits a partir de certains

vegétaux (carotte, potiron, courge) [329].

On note I’enrichissement de plusieurs aliments par la spiruline : pain a la spiruline,
couscous, gateaux, cremes, yaourts, ..., tous enrichis en spiruline se trouvent actuellement
sur le marché, en Europe et Asie. La spiruline semble aussi avoir un effet stimulant sur la

croissance de la flore lactique.

Dans notre travail, on essayera de toucher a cet effet en I’appliquant dans le

domaine de I’industrie laitiére : en fromagerie.

4.3. L’aliment fromage en bref.

La fabrication du fromage est apparue il y a 8000 ans, peu aprés la domestication
des animaux. A I’origine, I’intérét majeur de la transformation du lait en fromage était de
conserver les principaux constituants du lait. Aujourd’hui, il s’agit plutét d’un aliment,
possédant des qualités nutritionnelles indéniables. Plus de mille variétés de fromages sont
actuellement recensées a travers le monde [333 ; 334]. Selon leur procédé de fabrication,
on les regroupe en 8 grandes familles : pate fraiche, pate molle, pate persillée, pate pressée,
pate dure, pate filee, les fromages de lactosérum et, enfin, les fromages salés conserves en
saumure [435]. Les fromages a pate molle, dont le fromage frais, sont définis dans la
norme internationale Codex Alimentarius (Codex Stan A-6-1978, révisé 1-1999, amendé
2001) comme étant tous les fromages dont la teneur en eau aprés élimination des matieres

grasses est supérieure a 67% [436].
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Quatre ingrédients principaux interviennent dans la fabrication du fromage : le lait,
la présure, les micro-organismes et le sel [337]. Les principales étapes de fabrication des
fromages a pattes molle sont la standardisation de matiere premiére, la coagulation,

I’égouttage et I’affinage [335].

Sur le plan nutritionnel, le fromage est un aliment noble grace a ses protéines de
haute valeur biologique et a sa richesse minérale. Une enquéte réalisée aux Etats-Unis en
1994 a permis de déterminer la contribution du fromage a I’apport alimentaire global en
éléments nutritionnels. Cette enquéte a révélé qu’environ 8 % des protéines totales

ingérées, 23 % du calcium et 5 % de la riboflavine sont fournis par le fromage [338].
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CHAPITRE 5
MATERIEL ET METHODES

5.1. Matériel utilisé.

5.1.1. Matériel biologique.

5.1.1.1. Souche de spiruline.

La cyanobacteérie, Arthrospira sp, dénomée Arthrospira htam et dont aucun travail
ne confirme la classification, a été obtenue a partir de la ferme de culture artisanale de la
spiruline du Dr. HIRI. Située au sud algérien : Tamanrasset. Algérie.

Il s’agit d’une souche isolée et purifiée en 1998, a partir de la guelta de Tin Aman a
Tamanrasset, par le docteur HIRI A., en collaboration avec le Docteur FOX R. (USA), et
JOURDAN J.P. (France).

5.1.1.2. Lait de vache.

Cru, collecté le jour méme de la fabrication, non standardiseé, provenant d’une

ferme située a Soumaa, Blida.

5.1.1.3. Lait UHT.

Il s’agit de lait entier, stérilisé par ultra haute température, de la marque CANDIA.
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5.1.1.4. Présure.

Produit de CHY-MAX Ultra, poudre a 100% de chymosin provenant d’une

fermentation naturelle.

5.1.1.5. Ferments lactiques.

5.1.2. Matériel chimique.

5.1.2.1. Milieux de culture.

Quatre milieux de culture ont été utilises. Le premier, de référence: milieu
Zarrouk (tableau 5.1.) ; le second est un milieu établi par le Docteur HIRI : milieu HIRI ;
les deux autres sont le milieu BG-11 et un nouveau milieu d’essai que nous avons-nous

méme proposé (ME).

Tableau 5.1. : Composition chimique, en gramme par litre d’eau, des différents milieux de

culture utilisés pour la culture de la spiruline [16].

Milieu de culture Zarrouk Hiri  BG-11 ~ ME

Composé
Hydrogénocarbonate de sodium 16,8 / / /
(NaHCO3)

Natron / 16 / /

Nitrates de sodium (NaNO3) 2,5 / 15 /

Uree / 1 / 0,5

Chlorure de sodium (NaCl) 1 1 1 13
Phosphate d’Ammonium / 0,1 / 0,1
Sulfate de potassium (K,SO4) 1 0,5 / 0,5
Sulfate de magnésium (MgSQy,, 7H,0) 0,2 0,1 0,075 0,1
Chlorure de calcium (CacCl,) 0,04 0,1 0,036 0,1
Sulfate de fer (FeSOy4, 7H,0) 0,01 0,01 / 0,01

Phosphate dipotassique (K;HPO,) 0,5 / 0,04 /
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Acide éthyléne diamino tétracétique 0,08 0,001 /
(EDTA)

Acide citrique / / 0,006 /

Citrate d’ammonium ferrique / / 0,006 /
Carbonate de sodium (Na,CO3) / / 0,02 0,2
Engrais NPK / / / 0,2

Solution A5 1ml / / /

Solution B6 1mil / / /

Mélange d’oligo-éléments / / 1ml /

La composition des solutions A5 et B6 additionnées au milieu Zarrouk (tableau
5.2.) et celle du mélange d’oligo-éléments pour le milieu BG-11, est détaillée dans le
tableau 5.3.

Tableau 5.2. : Composition des solutions A5 ; B6 pour le milieu Zarrouk [16].

Solution A5
Produit chimique Quantité g/l d’eau
H3;BO3 (Acide borique) 2,86
MnCl;, 4H,0 (Chlorure de manganése) 1,81
ZnS0y, 7H,0 (Sulfate de zinc) 0,222
CuSQy, 5H,0 (Sulfate de cuivre) 0,079
MoO3; (Oxyde de molybdene) 0,015

Solution B6
Produit chimique Quantité g/l d’eau
NH,;VO3 (Vanadate d’ammonium) 229 x 10™
K>Cr2(S04)4, 24 H,0 (Alun de chrome) 960 x 10™
NiSO4, 7H,0 (Sulfate de nickel) 478 x 10™
NaWQy,, 2H,0 (Tungstate de sodium) 179 x 10™
Ti»(SO4)s (Sulfate de titanium) 400 x 10™

Co(NO3),, 6H,0 (Nitrate de cobalt) 44 x 10
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Tableau 5.3. : Composition du mélange d’oligo-éléments additionné au milieu BG-AA

[16].
Produit chimique Quantité g/l d’eau
H3;BO3; (Acide borique) 2,86
MnCl,, 4H,0 (Cholrure de manganése) 1,81
ZnS0y, 7H,0 (Sulfate de zinc) 0,22
CuSOy, 5H,0 (Sulfate de cuivre) 0,079
Na;MoQOg4, 2H,0 0.39
Co(NO3),, 6H,0 (Nitrate de cobalt) 0.094

5.1.2.2. Réactifs et solvants.

Les différents produits chimiques utilisés (réactifs et solvants) proviennent de :

Aldrich ; Cheminova ; Fluka ; Janssen ; Merck ; Organics ; Panreac ; Prolabo et Sigma.

5.2. Culture de la spiruline.

Pour initier la culture de notre spiruline, un stage pratique au niveau de la ferme du
Dr. HIRI A. a Tamanrasset a été effectué (décembre 2009) et cela dans le but de mieux

maitriser sa culture en se référant au pere de la spiruline algérienne : le docteur HIRI.

5.2.1. Lieu et bassins de culture.

La ferme, qui se situe au niveau de I’agence 4X4, a Aderrin (a2 5Km de Tamanrasset
ville), s’étend sur une superficie de 120 m? oui sont installés 2 bassins en dur, couverts, de 4
m? chacun et 3 bassins en plastiques (montés par le fer) constituant des bassins de réserve
(figure 5.1.). L’ensemble des bassins ont une capacité de production maximale de 20 kg de

spiruline par an.
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(b)

Figure 5.1. : Bassins de culture de la spiruline au niveau de la ferme du docteur HIRI :

Tamanrasset. : a : Bassins en dur ; b : bassins en plastique (originale, 2009).

5.2.2. Conditions environnementales.

5.2.2.1. Milieu de culture.

Le milieu de culture utilisé, est le milieu HIRI (tableau 5.1.). En effet, en se basant
sur le trona « natron », les dépenses seront minimisées.

Le trona est un complexe de carbonates et bicarbonates : Na,CO3. HNaCO3. 2H,0.

Le natron : Na,CO3.10H,0 ne se trouve dans la nature qu’en solution [339].

Le trona utilisé (figure 5.2.) a été ramené des massifs du Hoggar (EDLESS) par le
docteur HIRI. L’eau utilisée est potable.

Figure 5.2. : Trona utilisé dans le milieu HIRI (originale, 2009).
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5.2.2.2. Température.

A Tamanrasset, ou le climat est assez rude, altitude 1400m et 1500m de la mer, la
production hivernale est minime voire impossible pendant 5 mois de I’année en bassins

ouverts : La température étant basse.

Lorsque la température est environ de 29°C dans les bassins nous avons une bonne
production. D’aprés I’O.N.M. (2009) [340], La température moyenne du mois de décembre

a Tamanrasset était de 19,2°C.

5.2.2.3. Lumiére.

La lumiére solaire est trés indispensable pour la culture de la spiruline. Elle est
considérée comme étant la principale matiere premiere. Tamanrasset, est bien placees

pour cultiver la spiruline (appendice D).

5.2.2.4. Précipitations.

Les pluies étaient rares et irrégulieres a Tamanrasset, durant le mois de décembre

2009, une moyenne de 0,15 mm était enregistrée [340].

5.2.2.5. Agitation.

L’agitation des bassins est assurée par une pompe a air, fonctionnant pendant
quinze (15) minutes par heure. A noter que les vents d’une moyenne de 2,5m/s en

Décembre 2009, ne contribuent pas assez a un bon développement de notre cyanobactérie.

5.2.3. Récolte.

La récolte de la spiruline se fait dés que le disque de Secchi (Appendice E) ne
s’observe a 2 voir 3 cm au-dessous de la culture de spiruline. Mais, avec I’expérience, a
vue d’ceil, on peut dire si c’est le bon moment de récolte ; en fonction de I’intensité de la

couleur des cultures.
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La spiruline est récoltée en la faisant passer a travers une écumoire, pour éliminer
les débris et insectes dans le milieu ; puis a travers un filtre de 50um et en fin un autre de
30um (figure 5.3.).

Figure 5.3. : Récolte de la spiruline dans la ferme du Dr. HIRI
(originale, 2009).

5.2.4. Séchage.

Le séchage de la pate de spiruline se fait des sa récole dans un séchoir solaire,

congu par le docteur HIRI.

Donc, la spiruline se seche dans un endroit ambré. Cela se fait par étalage de la pate
en couches minces sur un tissu en nylon, qui sera mis a son tour sur un grillage constituant

les étages du séchoir (figure 5.4.).

(a) (0)
Figure 5.4. : Séchage de la Spirulina htam: (a) : pate de spiruline en

couche mince ; (b) : séchoir solaire (originale, 2009).
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5.3. Optimisation des conditions de culture.

5.3.1. Effet du milieu de culture sur la croissance.

Pour optimiser les conditions de cultures de la Spirulina Htam, nous avons procédé
dans un premier temps a une comparaison de la croissance algale dans quatre milieux de
culture différents : milieu Zarrouk, Hiri, BG-11 et un nouveau milieu que nous avons

propose (voir paragraphe 5.1.5.1.)

L’évolution de la biomasse spiruliniénne a été observée pendant une durée de 21
jours et en effectuant des dénombrements un jour sur deux : soit 11 fois pendant la durée
citée. Le comptage a eté effectuée par la cellule de nageote aprés avoir initié la culture a
échelle pilote dans des béchers, en commencant par une méme concentration (40 000

cellules/ml) dans les différents milieux de culture.

En revanche, toutes les autres conditions opérationnelles de culture étaient les
mémes : température de 32°C assurée par une résistance, lumiere artificielle de 2000 lux,
agitation par pompe a air a environ 150 bulle d’air par minute, connectée par un tube en

plastique : faible agitation en continu.

5.3.2. Optimisation des conditions opérationnelles de culture.

Vue les reésultats obtenus lors de I’étude de I’effet du milieu de culture sur la
croissance de la spiruline, Les conditions opérationnelles de la culture (température,
potentiel d’hydrogéne et agitation), n’ont été optimisees qu’en cultivant la spiruline sur le

milieu Hiri.

La lumiere étant assurée par un néant : lumiére de jour.

5.3.2.1. Evaluation de la croissance microbienne.

La croissance cellulaire de la spiruline dans les deux milieux et en variant les

conditions ambiantes, a été estimée par méthode spectrophotométrique toutes les 72
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heures. L’expérimentation est considérée terminée des I’observation d’une diminution de

la croissance microbienne.
A partir d’une culture de spiruline (du milieu Hiri), nous avons procedé a une
récolte. Cing (5) mg de la pate ont été remis en suspension dans quatre (4) ml d’eau

distillée : la suspension mere a été ainsi préparée.

De cette suspension, 2 ml ont été prélevés et dilués dans 2 ml d’eau distillée : c’est

la premiére dilution.

Ainsi, nous avons procédé a la préparation de plusieurs dilutions (V/V).

Nous avons mesuré I’absorbance de chaque dilution a 560 nm, contre un blanc
d’eau distillée et nous avons prépares notre courbe d’étalonnage (appendice F). La

croissance de la spiruline, a été estimée en se référant a cette courbe.

5.3.2.2. Effet de la température sur la croissance.

En fixant les autres conditions opeérationnelles de culture : pH = 9,8 ; agitation en

continu par une pompe a air = 150 bulles/min ; et lumiére artificielle : 2000 lux.

Nous avons choisi d’expérimenter quatre températures : 28, 32, 36 et 38°C. Ce

choix s’est fait selon les données bibliographiques.

Les résultats, ont été representés par des courbes de cinétique de la croissance

algale.

5.3.2.3. Effet du pH sur la croissance.

Les conditions environnementales fixées pour ces essais ont été comme suit:
température = 30°C ; agitation en continu par une pompe a air, et lumiére artificielle
2000lux.

Quatre valeurs du pH ont été étudiées : 8,9, 10 et 11.
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5.3.2.4. Effet de I’agitation sur la croissance.

Nous avons optimisé deux type d’agitation : I’une par pompe a air, fonctionnant en
continu a environ 150 bulles/ minute, et I’autre assurée manuellement, par retournement
des béchers 2 a 3 fois toutes les 24 heures. La température a été fixée a 30°C ; lepHa 9.5;
et la lumiére toujours a 2000 lux.

La cinétique de croissance a été ainsi mesurée et reportée sur des courbes (taux de

croissance par rapport au temps).

5.4. Caractérisation de I’ Arthrospira htam.

5.4.1. Optimisation du séchage de la S htam.

Nous avons procédé a des essais visant I’optimisation de la température de séchage
de la spiruline, en se basant sur sa teneur en protéines. Outre de la poudre de spiruline issue
par lyophilisation, trois autres echantillons, issus par séchage par entrainement (étuvage) a
40, 60 et 80°C, ont fait I’objet d’une quantification de leurs taux de protéines en se référant

a la teneur en protéines de la masse fraiche de spiruline.

La lyophilisation a été réalisée a I’aide d’un lyophilisateur « Christ beta 1.8 » a une
température de -45 & -50°C, sous une pression de 10 bar et une humidité relative de 4 &
8% et cela pendant 48 h.

La pate de spiruline, étalée en une couche d’environ 1,5 mm d’épaisseur, sur du
papier aluminium a été mises dans des étuves a différentes températures (40, 60 et 80°C)
laissée pendant (plus de 72h, 48 et 36 heures respectivement : jusqu’a ce que la pate se
sépare du papier sans se coller).

Les résultats, ont été exprimés en ratio de la concentration des protéines dans la

spiruline séchée par rapport a leur teneur dans la masse fraiche de spiruline.
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PR : Protéine ratio.
Cyp : Concentration en protéines dans la spiruline sechée ;

Cpi : Concentration en protéines dans la masse séche de la spiruline.

5.4.2. Caractérisation nutritionnelle.

Dans cette étude, la détermination de la valeur nutritionnelle de la spiruline a porté
sur :
e L’analyse de la composition générale (Eau, protéines, lipides, cendres, glucides) ;
e Le dosage des pigments majeurs (caroténoides, C-phycocyanine et chlorophylle-a) ;
e Dosage des polyphénols ;

e Détermination de I’activité antioxydante de I’ Arthrospira htam.

5.4.2.1. Analyse de la composition bromatologique générale.

5.4.2.1.1. Détermination de la teneur en humidité (NF V 04-282/ 1SO 5534).

La détermination de la teneur en humidité s’est faite par étuvage a 103+2°C jusqu’a
stabilité du poids. Les résultats exprimés en pourcentage du poids d’eau par rapport au

poids initial, sont exprimés par I’équation suivante :

_ml—mZ><100
" ml—m0

H : taux d’humidité, exprime en pourcentage (%) en masse ;
Mo : Masse, en grammes, de la capsule vide ;
m1 : masse, en grammes, de la capsule et de la prise d’essai ;

m, : masse, en grammes, de la capsule et le résidu sec.

Il faut signaler que cette méthode ne mesure pas la teneur en eau proprement dite, le
terme « humidité » que nous avons utilisé pose probleme également. Le terme correct pour

le résultat de cette méthode devrait étre « perte de masse » ce qui ne correspond pas
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seulement a de I’eau, mais a tous les composeés volatils dans les conditions opérationnelles
de séchage [341].

5.4.2.1.2. Détermination de la teneur en protéines.

Aprés minéralisation d’une prise d’essai d’environ un (01) gramme par chauffage a
350°C dans I’acide sulfurique concentré 0,25N en présence de catalyseurs : sulfate de
cuivre et sulfate de potassium, une alcalinisation du minéralisat obtenu est réalisée aprés

une éventuelle dilution.

Aprés un traitement a la vapeur de I’ammoniac, un titrage par de I’acide
chlorhydrique 0,25N. Les résultats exprimés en pourcentage du poids de protéines par

rapport au poids total de la prise d’essai, sont donnés par I’éguation suivante :

P—1,4XNX(V1_VO)
B m

X 6,25

P : Taux de protéines, exprimé en pourcentage (%) en masse ;

N : Normalité de I’acide chlorhydrique utilisé pour la détermination ;

V1 : Volume, en millilitres, d’acide chlorhydrique utilisé pour la détermination ;

V, : Volume, en millilitres, de I’acide chlorhydrique utilisé pour la détermination sur
blanc ;

m : Masse, en grammes, de la prise d’essai initiale ;

6,25 : Facteur de conversion des protéines de la spiruline.

5.4.2.1.3. Détermination de la teneur en matiére grasse.

L’extraction de la matiere grasse s’est faite par entrainement avec I’hexane par
procédé Soxhlet a partir de la poudre de spiruline additionnée d’acide chlorhydrique. Les
résultats ont été exprimés en pourcentage du poids de gras par rapport au poids initial, sont

donnés par la formule suivante :

B, — B
MG =—2—Y %100
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MG : Taux de la matiére grasse, exprimé en pourcentage (%) en masse ;
Bp : Masse, en grammes, du ballon plein (aprés extraction) ;
By : Masse, en grammes, du ballon vide ;

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

5.4.2.1.4. Détermination du taux de cendres.

Le taux de cendres a été déterminé apres incinération d’une prise d’essai dans un
four & moufle régle a 560°C selon la norme (NA 732). Les résultats, exprimés en
pourcentage du poids de cendres par rapport au poids initial, ont été obtenus a partir de

I’expression suivante :

msz —Mmy
C=—x100
m; —Mmy

C : Taux de cendres, exprimé en pourcentage (%) en masse ;
mo : Masse, en grammes, du creuset vide ;
m1 : Masse, en grammes, du creuset et de la prise d’essai ;

m3 : Masse, en grammes, du creuset et son contenu (cendres) apres incinération.

5.4.2.1.5. Détermination de la teneur en sucres solubles.

Nous avons utilisé une méthode colorimétrique. En effet, aprés une extraction des
sucres par I’éthanol, et leur piégeage a I’aide de [I’anthrone, une lecture au

spectrophotometre a été effectuée a une longueur d’onde de 625 nm.

En rapportant les différentes densités optique sur la courbe d’étalonnage du glucose

gue nous avons établie (appendice G), nous avons déduit la concentration en sucres.

La teneur en sucre total, exprimée en milligramme par gramme de spiruline, a été

calculée a partir de I’équation suivante :
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V1000
QS:Cx;x

e (s : Teneur en sucres, en milligramme par gramme de spiruline ;
e ( : Concentration de sucres dans le volume a doser (mg/ml) ;

e I :Volume, en millilitres, de I’extrait ;

e v :Volume, en millilitres, a doser;

e P :Poids, en gramme, de la prise d’essal.

5.4.2.2. Quantification des pigments majeurs.

5.4.2.2.1. Analyse des caroténoides totaux.

La méthode utilisée est une méthode spectrophotométrique améliorée pour
quantifier les caroténoides totaux, comparativement a la methode AOAC pour les légumes
secs. Elle a été validée par chromatographie liquide haute pression (CLHP) pour avoir une
précision de 5%.

Il est recommandé que le test soit effectué dans une piéce sombre tout en

maintenant des températures aussi basses que possible.

Partie 1: Extraction des caroténoides.

L’extraction des caroténoides de la spiruline est effectuée dans du méthanol. Si

I’extrait obtenu est nuageux, une centrifugation est nécessaire.

Partie 2: Analyse des caroténoides totaux.

Faite par lecture de I’absorbance maximale de I’extrait spirulinier & I’éther & une

absorbance de 450-453 nm contre un blanc d’éther.

La quantification s’y faite selon I’équation :
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Max A _ V,
(#507453) 25 x - x 100

CT (%) =
(%) = 3502 % P x Ms 2

CT (%) : Total des caroténoides exprimé en pourcentage en masse séche ;
Max A450-453) - Maximum d’absorbance a 450-453 nm ;

P : Poids de la prise d’essai enmg ;

MS : Poids de la matiere séche en mg ;

Vg : Volume d’éther, en millilitre ;

P : Poids de I'échantillon en mg .

5.4.2.2.2. Chlorophylle-a.

La quantification de cette chlorophylle-a se fait par spectrophotométrie en lisant
I’absorbance d’un extrait de spiruline dans un melange d’cétone-eau a 666 et 642 nm. Les
résultats sont exprimés en pourcentage de chlorophylle-a par rapport a la matiére séche

selon I’équation :

[(9,93 X A666) - (0,0777 X A642)] X 0,05 X 100

Chlorophylle — a (%) = P x MSY%
0

Agee - Absorbance a 666 nm ;
Aga, - Absorbance a 642 nm ;
P : Poids, en milligramme, de la prise d’essai ;

MS% : Matiére seche, en pourcentage en masse, de la spiruline ;

5.4.2.2.3. C-Phycocyanine.

La C-Phycocyanine a été quantifiée par une méthode a froid [342] en lisant son
absorbance a 620 nm aprés une extraction dans une solution de phosphate. Les résultats ont
été exprimés en pourcentage de la C-PC brute dans la matiére séche de la spiruline suivant

les équations suivantes :

Agz0 % (10) X (100)

N C=Plpure = — X MS%
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Ag,o - Coefficient d’absorbance de la C-phycocyanine a 620 nm ;

10 : Volume total ;

100 : Représente 100% ;

o : Coefficient d’extinction de la C-PC a 620 nm (égale 3,39 pour la C-PC brute) ;
P : Poids de I’échantillon en milligramme ;

MS% : Pourcentage du poids sec.

5.4.2.3. Teneur en composés phénoligues.

L’évaluation de la teneur en composés phénoliques s’est faite aprés extraction des
polyphénols, se fait par agitation de 10g de spiruline dans un mélange méthanol : eau (4 :1/
V : V) a 25°C pendant 3h suivi d’une filtration et une centrifugation a 4000 tours/minutes

pendant 10 min. L extrait ainsi obtenu, est sujet du dosage.

L’estimation de la teneur en composés phénoliques extractibles totaux a été réalisée
par la méthode de Folin-Ciocalteu [343-345]. Ce réactif est réduit lors de I’oxydation des
phénols [346] donnant une coloration bleue dont I’intensité est proportionnelle aux taux de
composés phénoliques présents dans le milieu. Un maximum d’absorption est donné a
760nm. Une gamme d’étalonnage (appendice H), établie a partir de différentes
concentration d’acide gallique (0 a 0,17 mg/ml), utilisé comme standard [347] sert a cette

détermination.

5.4.3. Détermination de I’activité antioxydante.

L’activité antioxydante de la Spiruline Htam, a été déterminée par extraction des
composés phénoliques totaux et mesure de I’activité antiradicalaire de I’extrait in vitro, par
le test DPPH (DiPhényl Picryl-Hydrazyl).

L’activité antioxydante a été déterminée a ce niveau, par un test in vitro en se
basant sur la propriété des antioxydants a réduire le DPPH qui vire, en leur présence, du
violet au jaune et dont l'intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité
des antioxydants présents dans le milieu & donner des protons (figure 5.5.) [345] selon la
méthode décrite par Mansouri et al., 2005 [343].
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La solution de DPPH a été préparée par solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans 100
ml de méthanol. 25ul de I’extrait ont été ajoutés a 975 ul DPPH, le mélange a été laissé a
I’obscurité pendant 30 min. La densité optique a été mesurée a 517 nm. Contre un blanc de

solution DPPH seule.

Les concentrations de I’extrait dans le milieu réactionnel sont comprises entre 0 et

0,3 mg/ml, alors que celle de I’antioxydant standard (BHT) sont comprises entre 0 et 10

pg/ml.

| —=—DPPH

DPPH + Extrait

Absorbance (517 nm)
O P N W b U1 OO N

0 2.5 5 7.5 10 12.5 15

Temps (min)

Figure 5.5. : Courbe de variation de la densité optique en fonction du
temps dans le test DPPH [346].

Les résultats, exprimés en pourcentage du potentiel antioxydant, sont obtenus par
I’équation ci-dessous et rapporter en courbe :

A -A
PA (%) — ( Blanc Ech) x 100
ABlanc

PA (%) : Potentiel antioxydant des polyphénols, exprimé en pourcentage ;
Apianc - Absorbance du blanc a 517 nm ;

Agcn - Absorbance de I’échantillon (différentes concentrations) a 517 nm.
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5.5. Application industrielle.

5.5.1. Fabrication du fromage frais.

Nous avons procedé a une fabrication du fromage frais a partir du lait cru,

transformé trois heures apres sa traite.

Trois fabrications réalisées et notées comme suit :
e FT est le fromage témoin ;
e FEC est un fromage enrichis en spiruline dans le caillé ;

e FEE est un fromage enrichis en spiruline lors de I’emprésurage.

5.5.2. Analyses physico-chimiques.

Pour ces fabrications, nous avons procéde a I’analyse du caillé égoutté, lactosérum
et fromages frais correspondants ainsi qu’a celle du lait cru utilise. Toutes les analyses

chimiques ont été réalisées avec une triple répétition.

5.5.2.1. Mesurage du potentiel d’hydrogene (pH).

Il s’agit d’une mesure directe de I’acidité ionique, elle a été faite par incorporation
directe de I’électrode dans le lait, le lactosérum et la solution du fromage (10g dans 50mi
d’eau distillée) [348]. Les résultats, exprimés en unités pH, ont été obtenus par lecture

directe sur le pH metre.

5.5.2.2. Extrait sec total (EST).

Détermine par étuvage jusqu’a stabilité du poids: pour le lait et le lactosérum a
95°C selon la norme (NF T90-029). Et a 102+2°C, selon la norme (NA1130/ ISO5534,
1995) pour les échantillons de fromage. Les résultats exprimés en pourcentage massique de

I’extrait sec total ont été calculés par I’équation suivante :

m, —my
EST (%) =—X

m; —Mmy

100
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EST (%) : Taux de I’extrait sec total, exprimé en pourcentage (%) en masse ;
m, : Masse, en grammes, de la capsule vide ;
my : Masse, en grammes, de la capsule et de la prise d’essai ;

m, : Masse, en grammes, de la capsule et le résidu sec.

5.5.2.3. Cendres.

Le taux de cendres a été determiné apres une éventuelle incinération des prises
d’essai dans un four a moufle réglé a une température de 550°C [349]. Les résultats,
exprimés en pourcentage du poids de cendres par rapport au poids initial, ont été obtenus a

partir de I’expression suivante :

oy . M3 — My
C(/O)— mx 100

C : Taux de cendres, exprimé en pourcentage (%) en masse ;
mo : Masse, en grammes, du creuset vide ;
m1 : Masse, en grammes, du creuset et de la prise d’essai ;

m3 : Masse, en grammes, du creuset et son contenu (cendres) apres incinération.

5.5.2.4. La matiére grasse (AFNOR, 1986).

La matiere grasse a eté déterminée par la méthode acido-butyrometrique (méthode
de Gerber).

La matiere grasse est separée dans un butyromeétre apres centrifugation en présence
d’acide sulfurique et d’alcool iso-amylique. Le pourcentage de la matiére grasse en masse
de produit est donné par la formule suivante :

M.G.(%) = N x 100

M.G. (%) : Teneur en matiére grasse, exprimée en pourcentage massique ;

N : Volume lu, en millilitres, de la matiere grasse.
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5.5.2.5. Différentes fractions azotées.

Le dosage de I'azote est effectué par la méthode standard de Kjeldahl (ISO 8968-1
FIL 20-1, 2001). L’azote total (NT) est dosé directement sur le lait, I’azote non protéique
(NNP) sur le filtrat aprés action de I’acide trichloroacétique a 12% [350] et I’azote non
caséinique (NNC) apres acidification a pH a 4,6 [351]. Les fractions azotées suivantes ont

été calculées comme suit :

NP = NT — NNP
NC =NT — NNC
NPS = NNC — NNP

NP. : Azote protéique

NT : Azote total ;

NNP : Azote non protéique ;

NC : Azote caséinique ;

NNC : Azote non caséinique ;

NPS : Azote des protéines solubles.

Les différentes teneurs d'azote ont été converties en matieres azotées équivalentes

moyennant un facteur de conversion de 6,38 [352].

5.5.3. Exploitation des données analytigues.

Les résultats concernant les critéres de composition physico-chimique du lait, du
caillé, du fromage et du lactosérum et leurs pesées, constituent des variables brutes pour
évaluer de la fabrication fromagére. D'autres variables, calculées, ont été prises en compte.

Il s'agit de :

e |’ extrait sec dégraissé (ESD) du lait, du lactosérum et du fromage;

e Le rapport gras sur sec (G/S) du fromage (en %) [353];
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e Les bilans "entrées - sorties" qui permettent d’évaluer les pertes au cours du
processus de fabrication, soit par évaporation soit sous forme de fines particules du

caillé sur les grilles d’égouttage (avec pertes de constituants) :

Matiére brute (%) = Entrées (P,) — Sorties (Pc + Pir)

PL (%) : poids du lait ;
Pc (%) : poids du caillé ;
PLr (%) : poids du lactosérum.

Les valeurs exploitées sont rapportées au poids initial du lait.

e Les pourcentages de récupération des constituants du lait (voir et de la spiruline)
dans le caillé : pour évaluer les différences de composition des produits et les pertes
notamment par la détermination de la matiére brute (MB), c'est a dire le rendement
fromager frais (Rf en Kg/Kg de lait) qui correspond au poids du fromage obtenu au
démoulage pour 100Kg de lait mise en ceuvre ; la détermination de NT, MG, EST
et ESD.

B PoidsC % 100
~ poidsL

Pour les autres constituants telle que la MG, le calcul se fait comme suit :

€ %100

MG
MGr(%) = VG
L

MGr : Pourcentage de récupération de la matiere grasse dans le caillé

Le rendement ajusté (Ra) a partir de la connaissance analytique de la teneur en

extrait sec du lait, du fromage et du serum [355] :

MS; — MS;x
MSCmoy - MSLR

Ra=Rf X
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MScmoy, MS1 g et MS¢: Matieres seches respectives du caille (moyenne), du lactoserum et

du caillé de fin d'égouttage.

Le rendement fromager sec (Rs) qui est défini comme suit :

Rs = MS:(%) X Rf x 100

A noter, que dans le cas ou I’ajout de la spiruline était fait lors de I’emprésurage, il

faut tenir compte de la quantité de spiruline dans les entrées, ou dans le caillé.

5.5.4. Analyses microbiologiques.

Les analyses microbiologiques, effectuées sur les échantillons de spiruline, de lait,
lactosérum et du caillé, visaient a controler la qualite hygiénique de ces produits : il

s’agissait donc d’un contréle des matiéres premieres et des produits finis.

5.5.4.1. Méthode de prélévement aseptique des échantillons.

Pour I’échantillonnage et le prélevement de nos produits laitiers, la norme NA 676/
ISO 707 était prise comme référence. Apres avoir bien mélanger le lait et le lactosérum, un
prélevement aseptique, sous hotte a été effectué. Le fromage, subis des prélevements de la

surface au centre.

5.5.4.2. Préparation de la suspension meére et des dilutions décimales.

La spiruline et le fromage destinés aux analyses microbiologiques dans notre étude
sont des produits solides donc pas directement pipetables, de ce fait, ils nécessitent une
fluidisation representée par ce qu’on appelle : la suspension mére. Cette suspension doit
étre préparée dans des conditions d’asepsie rigoureuse en manipulant sous hotte a flux

laminaire, on a procédé a leurs préparations selon la norme NF V 08-301, 1983.
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Dans un sachet Stomacher stérile, 10g prélevés du centre de la piece et de surface
jusqu’au fond pour le fromage (NA 676/1SO 707) ont été introduits aseptiquement, puis
90ml de diluant : tryptone-sel-eau (TSE) ont été ajoutés, une homogénéisation par le

malaxeur Stomacher a eu lieu. La suspension ainsi préparée correspond a la dilution 10™.

Pour les produits liquides (lait et lactosérums), nous avons prélevé a I’aide d’une
pipette Pasteur sterile 1 ml de lait que nous avons introduit dans un tube stérile contenant 9
ml de diluant: TSE: nous avons obtenu la dilution 10, Nous avons procédé a la
préparation des dilutions successives décimales de raison 10 & partir de la suspension meére:
10?107 et 10" 210,

Chaque dilution a été réalisee dans un volume de 9 ml du diluant (TSE) en tube a
essai stérile, les prélévements ont été faits a I’aide d’une pipette automatique a embouts

jetables délivrant 1ml & partir de la dilution qui précéde celle que nous voulons préparer.

5.5.4.3. Contrdle microbiologigue de la qualité.

Le choix des especes microbiennes a rechercher dans nos produits : spiruline, lait,

et fromage a été effectué conformément aux normes Algériennes en vigueur.

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

e La recherche et le dénombrement des germes totaux qui est un indice de I’état
général de la qualité du produit ;

e La recherche et le dénombrement des groupes de germes indicateurs de
contamination fécale : les coliformes et les Clostridium sulfito-réducteurs ;

e La recherche des germes pathogenes: Les salmonelles et le Saphylococcus
aureus;;

e Larecherche des streptocoques fécaux.

Le tableau 5.4. donne les différents germes recherchés au niveau de nos differents
produits, ceux recherchés sont indiqués par le signe positif: (+); les germes non
recherchés portent le signe négatif : (-)
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Tableau 5.4. : Germes recherchés dans la spiruline et les différents échantillons laitiers

(JORA Ne 37).
Germesrecherchés. Spiruline Lait cru Fromage
Germes aérobies mésophiles totaux a 30°C. + + +
Coliformes totaux + — +
Coliformes fécaux + — +
Saphyl ococcus aureus + + +
Salmonella + - +
Anaérobies sulfito-réducteurs a 46°C. + + +
Clostridium perfringens + - -

5.5.4.3.1. Dénombrement des germes aérobies a 30°C.

Le dénombrement de la flore mésophile totale a été effectué selon la norme (NA

759, 1990 pour la spiruline et la norme NF VV08-051 pour les produits laitiers).

Un volume de 1ml pris a I’aide d’une pipette automatique a embouts jetables
stériles a partir de chaque dilution (suspension mere et dilutions décimales), pour chaque
produit, a servi & I’inoculation de deux boites de Pétri stériles. Dans chaque boite environ
12 a 15 ml de gélose pour dénombrement sur gélose PCA (milieu solide) ramenée a la
température de 44 a 47°C. a été coulée. L inoculum a été mélangé soigneusement au milieu

de culture en faisant tourner les boites de Pétri puis laisser pour se solidifier.

Aprés solidification, les boites ont été incubées dans une étuve a 30°C (x 1°C)
pendant 72h (£ 3h). Apres la période d’incubation, nous avons procédé au comptage des

colonies qui sont de taille et de formes différentes.



88

5.5.4.3.2. Dénombrement des coliformes totaux et fécaux.

La technique utilisée est celle du dénombrement sur milieu solide. A partir de
chaque dilution décimale, 1ml d’inoculum a été mis aseptiquement dans deux boites de
Pétri stériles dont la premiére a servi a la recherche des coliformes totaux et la seconde a la
recherche des coliformes fécaux (Escherichia coli).

Pour les coliformes totaux et selon la norme (ISO 5541), 15ml du milieu sélectif
solide : gélose lactosée biliée au cristal violet et au rouge neutre (VRBL) & 45°C. (z
0,5°C.) ont été coulés dans la boite de Pétri contenant I’inoculum, et un mélange de
I’inoculum au milieu de culture a éte effectue. Apres solidification, environ 4 ml du milieu
VRBL ont été coulés de nouveau et laisser se solidifier. Les boites ainsi préparées ont été

retournées et incubées dans une étuve réglée a 37°C. pendant 24h + 2h.

En ce qui concerne les coliformes fécaux, le méme mode opératoire a été fait a la

différence de la température d’incubation qui sera de 44,5°C. (= 0,5°C.).
Le dénombrement des colonies caractéristiques violacées de 0,5 mm de diametre
ou plus a été réalisé sur les boites ne contenant pas plus de 150 colonies caractéristiques et

non caracteristiques.

5.5.4.3.3. Dénombrement de Staphylococcus aur eus.

Réalisé sur milieu de Baird-Parker (milieu solide) considérée comme le mieux
adapté a cette espéce avec addition de jaune d’ceuf au télurites de potassium comme
additif ; suivant la norme NF 08-052 pour les produits laitiers et la norme NA 760, 1990

pour la spiruline.

Pour chaque dilution, deux boites de Pétri contenant au prealable le milieu de
Baird-Parker, ont été ensemenceées en surface avec 0,2 ml d’inoculum a I’aide d’un étaleur
stérile en verre. Les boites ainsi préparées ont été renversées puis incubées dans une étuve
réglée a 37°C (x 1°C) pendant 24h sinon 48h.
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Les colonies caractéristiques noires ou grises, brillantes et convexes de 1,5 a 2,5

mm de diamétre et entourées d’une auréole claire, sont visées lors du dénombrement.

5.5.4.3.4. Recherche de Salmonedlla (NF VV08-052).

1)

2)

3)

La recherche des Salmonella nécessite trois phases successives :

Pré-enrichissement en milieu non sélectif liquide : Une prise d’essai de 25g (du
produit frais) était ensemencée dans 225 ml de I’eau-peptonnée-tamponnée a
température ambiante, puis incubation a 37°C. (+ 1°C.) pendant 18h + 2h ;

Enrichissement en milieu sélectif liquide : Un tube contenant 10 ml de bouillon
Rappaport-Vassiliadis avec soja (RVS) et un autre contient 10 ml de bouillon
Muller-Kauffmann au tétrathionate-novobiocine (MKTTn) ont été ensemencé avec
0,1 ml et 1 ml respectivement de la solution du pré-enrichissement puis le bouillon
RVS ensemencé a éteé incubé a 41,5°C. (£ 1°C.) et le bouillon MKTTn ensemenceé
incubé a 37°C. (+ 1°C.) pendant 24h + 3h.

Isolement et identification : Aprés la période d’incubation, chacun des bouillons
récupérés a servi a I’ensemencement, a I’aide d’une anse, la surface de deux boites
de Pétri, I’une contenant la gélose xylose lysine désoxycholate (gélose XLD) et
I’autre contenant I’héctoene. Les boites renversées ont été placées dans une étuve
réglée a 37°C ; pendant 24h + 3h.

Les colonies a centre noir, entourées d’un halo clair, ont été a considérées lors du

dénombrement. Dans le cas de développement bactérien, une identification biochimique

et /ou sérologique seront effectuées sur les colonies développées.

5.5.4.3.5. Dénombrement des anaérobies sulfito-réducteurs a 46°C.

A partir de chaque dilution, 1 ml a été transféré dans une boite de Pétri stérile a

I’aide d’une pipette automatique a embouts stériles jetables, un volume d’environ 15 ml du

milieu tryptose-sulfite a la cyclosérine (TSC) maintenu entre 44 et 47°C est ensuite coulé
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dans chaque boite. L’inoculum a été mélangé au milieu, Ce mélange a été laisser se

solidifier, puis 5 ml du milieu TSC sont ajoutés.

Les boites obtenues ont été renversees et placées dans des jarres pour anaérobiose

puis incubées dans une étuve réglée a 46°C pendant 20h + 2h.

Lors du comptage, seules les boites contenant moins de 30 colonies caractéristiques

(noires) ont éteé choisies.

5.5.4.3.6. Recherche des Clostridium thermophiles.

Nous avons procéde a la recherche de ces germes sous leurs formes vegétatives et

sporulées.

Pour les formes végetatives : Trois tubes a essai contenants le milieu de gélose
sulfitée au citrate de fer (10 ml) et préalablement désaérés, ont été ensemencés a partir de
la suspension mére a I’aide d’une pipette automatique a embouts stériles jetables délivrant

1 ml.

Pour les formes sporulées : En suivant les mémes étapes, trois autres tubes ont été
préparés de la méme fagon. Ces tubes ont été plongeés pendant 10 minutes dans un bain

d’eau bouillante puis refroidis immédiatement sous un courant d’eau froide.
Les six tubes ainsi prépares ont été incubés en suite dans une étuve réglée a 55°C (+
2°C) pendant 8 jours. La présence de ces germes se traduit par I’apparition de colonies

noires.

5.5.4.3.7. Recherche des résidus d’antibiotiques.

Cette recherche a éte effectuée sur I’échantillon du lait de vache cru. Une ose de
Lactobacillus bulgaricus lyophilisée a été introduite dans 1 ml de bouillon MRS, nous
avons procéde a une incubation a 37°C pendant 24 heures. Cette culture sera mise dans 9
ml de bouillon MRS puis incubé a 37°C pendant 18h.
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Nous avons introduit, en suite, cette culture dans une gélose TDYM en surfusion a
raison de 10%, puis, le milieu ensemencé a été coulé dans des boites de Pétri, apres
solidification, des disques, préalablement preparés, ont été immergés dans notre lait et

misent sur la gélose.

Aprés une incubation de 24 heures a 37°C., le lait a été supposé contenir des

antibiotiques, si une zone d’inhibition apparait autour du disque.

5.5.4.4. Méthodes de calcul et expression des résultats.

Il est a noté que lors du dénombrement en milieux solides, les résultats sont
exprimés en nombre de colonies. En milieux liquides, ils sont exprimés en signe positif (+)

ou négatif (—), indiquant la présence ou I’absence de germes respectivement.

5.5.4.4.1. Cas de dénombrement en milieu solide.

Si nous considérons que la lecture des boites a partir d’un volume de 1 ml de la

dilution d’ensemencement a donnée les résultats suivants :

Dilution 10 (suspension mére) : essai 1 : X ; essai 2 : X, ; moyenne : X :

« Dilution 10?: essai 1:y;;essai2:y,; moyenne: y ;
« Dilution 107: essai 1:z;;essai2:z;; moyenne : z;
« Dilution 10™*; essai 1 : ky ; essai 2 : ky ; moyenne : k X

(X, Y, z, et k : indiquent le nombre de colonies observées).

Ces résultats seront multipliés par I’inverse de la dilution pour avoir le nombre réel

des germes par gramme de produit.

En suite, la charge moyenne (C) sera calculée comme suit :

X+y+z+k

C= veveene... (Germes / gramme).
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Ou : N est le nombre des dilutions prises pour le calcul de la charge moyenne.

Cette moyenne arithmétique sera comparée avec les normes.

5.5.4.4.2. Cas de dénombrement en milieu liguide.

Considérant les résultats suivants :

« Dilution 107 : essai 1 : (+) ; essai 2 : (+) — Chiffre : 2 A

« Dilution 10?: essai 1 : (+) ; essai 2 : (+) = Chiffre : 2 > Nombre= 220

« Dilution 10°: essai 1 : (—) ; essai 2 : (-) = Chiffre: 0

En se référant a la table de MacGrady, le nombre 220 correspond a un nombre
caractéristique : 25, cela veut dire que le produit contient 25 germes par grammes dans la
dilution 107, soit : 250 germes par grammes de produit.

5.5.4.5. Etude de I’effet de la spiruline sur la flore lactique.

Le suivi de I'évolution de la flore lactique : Streptococcus thermophilus et
Lactobacillus bulgaricus du fromage s’y fait a des temps différent. Il consiste en un

dénombrement de ces bacteries lactiques.

5.5.4.5.1. Dénombrement de Sreptococcus thermophilus.

Un (1) millilitre de la troisieme a la cinquieme dilution décimale des échantillons

de lait et du fromage, a été transféré dans une boite de Pétri contenant la gélose M17.

Aprés une incubation a 37°C pendant 72heures, un comptage des colonies

lenticulaires de Streptocccus thermophilus a éte effectué.
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5.5.4.5.2. Dénombrement de Lactobacillus bulgaricus.

De la méme maniere citée précedemment, nous avons remplacé la M17 par la

gélose MRS, tout en créant une anaérobiose.

L’incubation se fait & 37°C pendant 72h puis les colonies lenticulaires, souvent

polylobées (étoiles) de 1 a 3 mm de diametre de Lactobacillus bulgaricus sont comptees.

Pour représenter nos données, nous avons procédé aprés le dénombrement des
unités formant colonies (UFC), au calcul du log UFC/ml de produit en vue d’une

représentation de I’évolution de la biomasse bactérienne en fonction du temps.
Une autre méthode d’évaluation de la croissance de cette flore a été faite par
établissement des courbes d’acidification : un suivi du pH au cours du temps. La vitesse

d’acidification, soit la variation du pH (ApH) en fonction de la variation du temps(At).

Les temps choisis, selon proces de fabrication fromageére, sont comme suit :

T0 Lait cru

Tl Lait ensemencé en bactéries lactiques
T2 Caillé egoutté (T0+30 h)

T3 (TO+78h)

T4 (TO+126h)

T5 (TO+174)

T6 (T0+222h)

5.5.5. Représentation graphiques et analyse statistique des résultats.

Afin d’exploiter les résultats relatifs a la caractérisation de I’Athrospira htam, et
I’optimisation de ses conditions de culture et son application industrielle, nous avons

utilisés des méthodes statistiques.
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La comparaison entre la Spirulina htam, cultivée sur le milieu de culture Hiri et
celle cultivée sur le milieu de culture Zarrouk, pour les différents paramétres a éte
effectuée en utilisant le logiciel ANOVA. Ainsi ce logiciel a éteé utilisé pour les résultats

des applications industrielles.

L’établissement des courbes et graphiques a été fait par I’utilisation de Microsoft
Office Excel 2007.
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CHAPITRE 6
RESULTATSET DISCUSSIONS

6.1 Réalisation de la culture de I’ Arthrospira htam.

6.1.1 Culture a petite échelle.

A partir d’une quantité de deux litres de suspension de spiruline concentrée issue de
la ferme de Tamanrasset, nous avons procédé a des multiplications du volume dans des
béchers et aquariums de contenances croissantes (figure 6.1.) pour y arriver a une

production a grande échelle (des bassins).

Les conditions de culture ont été comme suit : Température de 35°C, lumiére de

jour, agitation, en continu, par pompe a air : 150 bulles par minute.

Figure 6.1. : Culture a petite échelle de la Spirulina htam
(originale, 2009).
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La culture s’est étendue pour une durée de quatre mois, durant laquelle, différentes
anomalies ont été observées (figure 6.2.).

(@) (b)

Figure 6.2. : Différentes anomalies de couleur du milieu de culture de la Spirulina

htam observées lors de la culture a petite échelle (originale, 2009).

En effet, toutes les anomalies décrites par FOX, 1999 [16] ont été observées.

Une couleur palie (figure 6.2. : a) : suite @ un manque d’azote fixé (pH= 9.8) ; Puis
a un manque de CO, (pH=10.8).

Une culture jaunatre sur un fond grisatre : signe d’un déficit en carbone et
éventuellement en azote (figure 6.2. : b et c).
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Une culture jaunatre signifiant qu’il y’a eu lyse et que les parois des cellules sont

rompues, en expulsant des polysaccharides (figure 6.2. ¢ au milieu) [16].

6.1.2 Culture a grande échelle.

Arthrospira htam objet de notre recherche a été cultivée, a grande echelle dans deux
milieux de culture a savoir le milieu de culture algérien de Hiri et le milieu de culture de
référence : Zarrouk. Nous avons utilisés pour cela, deux bassins de 0,8m* de contenance,
opaques, mis sous serre (en se référant aux normes établis par Jourdan, [19]). L’agitation a

été assurée par des pompes a air livrant environ 150 bulles d’air par minutes (figure 6.3.).

Figure 6.3. : Serre et bassins, lieu de production de la spiruline
(Original, 2010).

Ces cultures, ont aussi été sujettes a des anomalies, une disparition compléte de la

couleur a été observée apres avoir atteint un volume de 50 litres (figure 6.4.).

Toute la culture a été jetée : la spiruline a été, selon FOX, soit piégée (dans des
amas de polysaccharides, dans des cristaux de carbonate de calcium ou de phosphate), soit
dévorée par des prédateurs [16]. Aprés quoi, nous avons procédé a un nettoyage des

bassins et redémarrage de cultures.

D’autres anomalies ont continué a apparaitre, nous avons refais la culture de la
spiruline sept (7) fois. A chaque fois, nous avons observé différentes anomalies, qui nous
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ont finalement permis de mettre au point une meilleure fagcon d’aborder la culture de la
Sirulina htam.

En effet ; nous n’avons pu récolter une bonne biomasse qu’a partir du mois d’aout

2010 ; soit environ neufs mois apres le lancement de la culture sur Alger.

Figure 6.4. : Disparition de la coloration de la culture de la spiruline
(Original, 2010).

La récolte de notre spiruline s’est faite en faisant passer cette derniére par une
écumoire (tamis) de 150um avant de la récupérer dans un filtre de pores de 30um de
diamétres (figure 6.5.).

Figure 6.5. : Récolte de la spiruline (Originale, 2010).
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La spiruline ainsi récoltée et pressée (figure 6.6. a), a subit un séchage par
convection dans une étuve a 40°C: température choisie aprés différents essais
d’optimisation de la température de séchage en fonction de la teneur en protéines
(C. f. paragraphe 6.2.3.).

Une réduction en poudre a été également réalisée grace a un broyage (figure 6.6. b).

(a) (b)
Figure 6.6. : Pate (a) et poudre (b) de la spiruline récoltée (Originale, 2010).

La spiruline collectée en fin du parcours a été mise dans des boites étanches et

opaques pour éviter tout risque d’oxydation et de détérioration de sa qualité nutritionnelle.

6.2 Optimisation des conditions de culture.

6.2.1 Effet de la composition du milieu de culture sur la croissance.

Les résultats des essais visant a étudier I’effet de différents milieux de culture (au
nombre de quatre) sur I’évolution de la biomasse de spiruline, en fonction du temps, ont

conduit a I’établissement des cinétiques de croissances figurees ci-dessous (6.7 a 6.10).
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Figure 6.7. : Evolution de la biomasse de la Spirulina Htam
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Figure 6.8. : Evolution de la biomasse de la Spirulina Htam dans le

milieu de culture Zarrouk.
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Figure 6.9. : Evolution de la biomasse de la Spirulina Htam

dans le milieu de culture BG-11.
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Figure 6.10. : Evolution de la biomasse de la Spirulina Htam

dans le nouveau milieu propose.

Nous avons constaté que la Spirulina htam cultivée sur les différents milieux, ne
commence a manifester sa croissance qu’a partir d’un certain temps : cing (5) a onze (11)
jours apres sa mise en culture. Cette période que I’on peut dénommer : phase de latence,
correspond en realité a une phase d’adaptation au milieu de culture du faite de la variation

des conditions ambiantes.

Cette phase est plus courte dans les milieux de culture Zarrouk (7 jours) et BG-11
(5 jours) que dans les milieux de culture Hiri (11 jours) et le milieu de culture propose (9

jours).

Ceci est probablement du au fait que dans les milieux Zarrouk et BG-11, il y’a
présence d’un « activateur de la croissance » : le zinc. C’est un contréleur de la synthése de
I’acide indolacétique qui est un important régulateur de la croissance, c’est I’activateur de

I’enzyme anhydrase carbonique, essentielle pour I’utilisation de I’acide carbonique [356].

Aussi, il semblerait que seul le milieu Hiri tarde a donner des résultats. Cela
pourrait étre expliqué par sa pauvreté en potassium : parameétre jouant un réle essentiel

dans la régulation de la pression osmotique.
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Une deuxieme phase arrive juste apres I’adaptation au milieu: c’est la phase
exponentielle. La spiruline se montre dans son état de croissance maximal, en se
multipliant rapidement, des dedoublements de la biomasse peuvent étre observés au bout
de 24h.

Une légére fluctuation de la croissance dans le milieu BG-11 lors du 15°™ jour a
été observée et pourrait étre attribuée a une chute de la disponibilité du fer qui constitue
plusieurs enzymes a héme et sans heme. L’heme étant un complexe qui forme le
groupement prosthétique de plusieurs enzymes : catalase, peroxydase et cytochrome

oxydase en relation avec le métabolisme donc la biomasse.

Il se pourrait également que cette fluctuation soit due (et c’est la raison la plus
probable) a la faible quantité d’azote ajoutée, qui en s’épuisant, est substituée par I’effet du
cuivre ajouté sous forme de sulfate et qui est impliqué dans la chaine photosynthétique et
dans le processus de fixation de I’azote.

Dans les milieux de culture Zarrouk et BG-11 et & partir du 19°™ jour de la culture,
un déclin s’observe. En théorie [357], ce déclin s’interpréte par un épuisement du milieu de

culture.

Seulement, dans ce cas, il ne s’agit pas d’un épuisement des nutriments, mais plutét
dans le cas du milieu Zarrouk d’une hyper-sécrétion d’exopolysaccharides conduisant a la

formation d’amas qui décantent au fond du bécher.

Quand au milieu de culture BG-11, la coloration a virée vers le jaune et le pH
mesuré indiquait une valeur de 9.98, ce qui mene a dire, selon FOX [16], qu’il ya eu
manque d’azote. En effet, la quantité d’azote ajouté au milieu : 1.5 g/l de Nitrate de sodium

dans I’eau est assez faible.

Dans le milieu Hiri et le milieu que nous avons proposé, cette régression n’a pas été
observée. Cela peut étre lié au fait que la phase exponentielle dans ces deux derniers
milieux de culture, n’a commencé que deux jours apres celle des milieux de culture
Zarrouk et BG-11.
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En termes de biomasse, les milieux de culture Zarrouk et Hiri semblent étre les plus
efficaces avec des valeurs de 4.68 10° et 3.77 10° cellules par millilitre de milieu de culture
respectivement. Cela pourrait étre attribué au taux de calcium apporté par ces deux
milieux : il joue un réle déterminant au cours des principales phases de la vie. Sa présence
dans le suc cellulaire est indispensable pour le développement de la spiruline. Il est
impliqué dans la division cellulaire [356].

6.2.2 Rendement en spiruline.

En fonction des résultats issus de la partie précédente (optimisation des milieux de
culture), la culture a grande échelle : et donc I’évaluation du rendement en spiruline, n’a
été fait que sur deux milieux de culture a savoir le milieu de culture de Hiri et celui de
Zarrouk. Les résultats de I’estimation du rendement obtenus en terme de matiere fraiche
« pate de spiruline » et en matiére séche, dans les deux milieux de culture, ont été

représentés dans la figure ci-dessous (6.11) :

Spiruline issue du milieu

Zarrouk

Spiruline issue du milieu Hiri

N
w
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N
1

Rendement (g/1/48h).
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Matiére fraiche Matiére seche

Figure 6.11 : Rendements en spiruline, rapporté a la matiere seche et matiere

fraiche, de la spiruline cultivée dans le milieu Zarrouk et Hiri.
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Nous avons trouvé que les rendements en matiére fraiche sont de 2.59 ¢/1/48h *
0.19 et 2.65 ¢/1/48h + 0.12 pour la spiruline cultivée sur milieu de culture Hiri et Zarrouk

respectivement.

Les rendements en terme de matiére séche (poudre de spiruline) sont de I’ordre de
0.96 g/1/48h + 0.17 et 0.1 g/1/48h £ 0.15 pour la spiruline cultivée sur milieu de culture Hiri

et Zarrouk respectivement.

Cette différence non significative, est en effet due en premier lieu a la présence
dans les deux milieux de culture, de tous les nutriments dont la spiruline en a besoin pour
sa croissance et sa multiplication. En second, toutes les conditions opérationnelles

favorables pour la culture de la spiruline : Température, agitation, lumiére, ont été réunies.

6.2.3 Effet des conditions opérationnelles de culture sur la croissance.

Pour I’optimisation des conditions opérationnelles de la culture de la spiruline, nous

avons opté pour le milieu de culture : Hiri.

Par ce choix, nous avons visé a mettre en place le milieu de culture Hiri, vue que
les rendements ont été tres proches voir équivalents entre ce milieu de culture et le milieu
de culture Zarrouk. En outre, ce choix a été fait en fonction de la disponibilité des intrants

du milieu de culture et du prix de revient.

6.2.3.1 Effet de la température sur la croissance.

Les cinétiques de croissance de Spirulina htam dans le milieu de culture sélectionné
et aux quatre températures expérimentées : 28, 32, 36 et 38°C., sont représentées par la
figure 6.12.
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Figure 6.12. Cinétique de croissance de Spirulina htam dans le milieu Hiri a

différentes températures.

Il en ressort de ces cinétiques que notre spiruline s’adapte mieux aux basses
températures. Une croissance maximale est observée et est a 32°C, de I’ordre de 6g/l ; alors
qu’une évolution minimale s’affiche a 38°C et est de I’ordre de 4g/I.

Comme toute autre bactérie, la spiruline, cyanobactérie alimentaire, passe dans son

évolution par Trois phases principales :

La premiere correspond a la phase de latence ou d’adaptation, d’une durée de 1 a 3
jours et dont I’évolution en termes de biomasse tend vers le zéro. Cela est logique car en
cas de grande variation en température, un choc thermique pourrait provoquer une lyse
cellulaire.

Dans la seconde phase de croissance, dite exponentielle : du 3*™ au 22°™ jour, il ya
évolution de la biomasse, due a une accélération des activités métaboliques conduisant a la
genese cellulaire. 1l s’agit en outre, d’une augmentation de I’activité photosynthétique et

enzymatique.

A de fortes tempeératures (supérieures a 32°C dans notre cas), le CO, devient plus
soluble, ce qui peut engendrer une exsudation des exopolysaccharides formant des amas

qui freinent la croissance. Les enzymes sont des protéines et a partir d'une certaine
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température, leurs structures se modifient. A fortes températures les protéines se dénaturent
et perdent donc une partie de leurs activités enzymatiques. L'activité enzymatique sera
donc la résultante de la variation de la vitesse de la réaction enzymatique et du pourcentage

de dénaturation de I'enzyme en fonction de la température.

A noter qu’au niveau de la culture a 38°C, nous avons observé une modification de
la couleur : la culture a jauni. Cela pourrait signifier qu’il y’a eu lyse et que les parois des
cellules ont été rompues, en expulsant des polysaccharides dans I’eau. Il aurait fallu dans
ce cas soit abaisser la température, ou diminuer I’apport en CO,, ombrager ou diminuer
I’agitation [16].

Nos résultats sont comparables a ceux de Zarrouk [30] qui préconise une
température de 30°C pour la culture de la spiruline alors que Jourdan et Fox, préconisent
des températures allant de 34 a 40°C [16 ; 30].

Via certains essais que nous avons menes et dont les résultats n’ont pas été
rapportés, la spiruline algérienne semble étre plus productive a des températures élevées
lorsqu’elle est cultivee sur milieu Zarrouk. En milieu Hiri la température optimale est de
30 £ 2°C.

Cela nous a mené a penser a une possibilité de destruction de certains principes
actifs codant la croissance bactérienne, en température élevées dans le milieu Hiri. La
richesse du milieu Zarrouk en catalyseurs/inhibiteurs serait, probablement, derriére le fait

que cette anomalie soit empéchée.

6.2.3.2 Effet du pH sur la croissance.

La figure 6.13., représente les cinétiques de croissance en biomasse de la spiruline
en fonction du temps dans le milieu Hiri et a des valeurs de pH différentes: 8, 9, 10 et 11

unités pH.
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Figure 6.13. : Cinétique de croissance de Spirulina htamdans le

milieu Hiri a différentes valeurs de pH.

Aux valeurs de pH testées, nous notons une phase de latence de deux jours avec un
taux de biomasse variant de 3.5 & 4.2g/l suivie d’une phase exponentielle du 3*™ au 9°™
jour. Un maximum de 8g/I est observé au 9°™ jour a pH 9 et au 12°™ jour a pH 10.

Nos valeurs sont comparables a celles rapportées par Jourdan [23] a pH 9.8.

Zarrouk [30] observe une meilleure croissance a pH de 10.

ABU et al. [358] trouvent que la spiruline cultivée sur milieu Zarrouk a une

meilleure croissance maximale a pH 9 jusqu’a 9.5 et 10.

Cela peut étre attribué au fait que chaque enzyme intervenant dans le métabolisme
est active a certain pH. L'activité est maximale a un pH preécis : c'est le pH optimal. A ce
pH, I'enzyme possede une conformation bien déterminée qui va lui conférer son activité.

Lorsque ce pH varie, la structure de I'enzyme varie et donc son activité diminue.

6.2.3.3 Effet de I’agitation sur la croissance.

Les résultats représentés dans la figure 6.14., montrent le suivie, pendant 21 jours,
de I’évolution de la croissance de la Spirulina htam dans le milieu Hiri et cela avec deux

modes d’agitation : agitation électrique par pompe a air, a environ 150 bulles par minute,
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en continu ; et une agitation manuelle trois a quatre fois par jour, par simples mouvements
de détournements des béchers contenant la culture de la spiruline.
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Figure 6.14. : Cinetique de croissance de Spirulina htam dans

le milieu Hiri a différents modes d’agitation.

D’apres la figure 6.14., nous remarquons que la croissance maximale est observée
au bout du 21°™ jour de la culture quelque soit le mode d’agitation. Seulement les
concentrations cellulaires sont de 7.3 g/l pour la culture agitée électriquement et 6.93 g/l
pour la culture agitée manuellement.

Une agitation électrique semble donc avoir un meilleur effet sur la croissance de la
spiruline.

Cela pourrait s’expliquer par I’homogéneisation assurée par la pompe. Nous
remarquons que la spiruline a tendance a flotter lorsque I’agitation n’est pas continue

conduisant a une concentration des filaments de la spiruline a la surface.

6.3 Optimisation du séchage.

La biomasse fraiche de la spiruline, est une matiere biologique trés riche en eau (50

a 90%), il s’agit donc d’une denrée alimentaire tres périssable car les risques de
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dégradation biologiques, enzymatique et/ou microbienne sont certains si on ne procede pas
rapidement a sa conservation [16].

La figure 6.15., indique la variation du taux de protéines de la Spirulina htam

cultivée sur les milieux de culture Zarrouk et Hiri en fonction du mode de séchage.

Nous avons procédé a un sechage par lyophilisation, et un séchage dans une étuve a
différentes températures : 40, 60 et 80°C.

Le taux de protéine est indiqué en ratio protéique en gardant comme référence le

taux protéique de la biomasse fraichement récoltée.
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Figure 6.15. : Ratio entre le taux de protéines initial et aprés séchage (C/Ci) par
différent modes et a différentes températures. Z : Spiruline cultivée dans le milieu

Zarrouk ; H : celle du milieu Hiri. 1 a 3 : les essais. M : la moyenne.

La valeur moyenne du taux de protéines dans la spiruline séchée par lyophilisation
est de 62.29% + 2.13 pour la spiruline cultivée sur Zarrouk et 57.72% =+ 1.64 pour celle

cultivée sur le milieu Hiri. Le séchage en couches minces a 40°C mene a des valeurs de
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60.64% + 0.18 et 55.16% =+ 0. 42 respectivement pour les deux échantillons de spiruline ;

ce taux est inversement proportionnel a la montée en température.

Il ressort de la figure 6.15, que les pertes minimales en termes de protéines de la
spiruline sont observées lors d’un séchage par lyophilisation ou un séchage a 40°C. Ces
derniéres sont de I’ordre de 6 a 8% respectivement pour la spiruline cultivée sur Zarrouk et

12 a 15% pour celle cultivée en milieu Hiri.

Des pertes protéiques de 16 a 21% a 60°C et 34 a 37% a 80°C sont également

observées.

Toutefois, nos résultats sont semblables a ceux trouvés par DESMORIEUX et
HERNANDEZ, 2004 [359] et qui sont de I’ordre de 10% a 40°C, 20% & 70°C et 40% a
90°C.

Cette perte pourrait s’interpréter par une combinaison des protéines en réaction de
Maillard apres une éventuelle dénaturation [360]. Ainsi, Les molécules biologiques
complexes sont tres sensibles a la température. La plupart des protéines se dénaturent
rapidement a des températures superieures a 45°C ce qui explique les pertes protéiques
minimales lors du séchage a 40°C et celles remarquables lors du séchage a 60 et 80°C. La
lyophilisation consiste en sublimant le solvant aqueux (I’eau) pour ne récupérer que les
molécules résiduelles non volatiles, dont les protéines. La sublimation est une approche
technique particulierement utile puisqu'elle se fait justement a de basses températures ou
les protéines en solution sont stables donnant réponse aux faibles pertes protéiques dans la

spiruline.

6.4 Caractérisation nutritionnelle.

6.4.1 Composition bromatologique générale.

Les résultats relatifs a la composition nutritionnelle générale des deux échantillons

de spiruline : cultivee sur milieu Zarrouk et Hiri, sont regroupés dans le tableau 6.1.
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Tableau 6.1. : Composition nutritionnelle générale de la Spirulina Htam cultivée sur le

milieu Zarrouk et Hiri.

Echantillon Moyennex+ E.T.

Taux d”humidité (%)

Sz 8.64 +0.55

SH 13.62 + 0.54
Taux de protéines (%)

Sz 60.64 + 0.18

SH 55.16 £ 0.42
Teneurs en lipides (%)

Sz 7+0.53

SH 6.8 =1.02
Taux de cendres (%)

Sz 8.27 £15
SH 6.70 £ 04

Teneur en glucides (%)

Sz 18.78+2.01

SH 16.25 = 0.3

Sz : Spirulina htam cultivée sur milieu Zarrouk ;

Sh : Spirulina htam cultivée sur milieu Hiri.

Pour ce qui est du taux d’humidité de la poudre de spiruline, il est de I’ordre de
8.64 = 0.55% pour la spiruline cultivée sur milieu Zarrouk et 13.62 = 0.54% pour celle

cultivée sur le milieu Hiri.
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Ce taux semble bien conforme pour la spiruline cultivée sur Zarrouk (Sz). Par contre,
la spiruline cultivée sur Hiri (Sh), présente un taux élevé par rapport a celui apporté par
ESPIRARD, 2002 qui préconise pour les poudres un taux d’humidité allant de 4 a 6%.
Cette forte teneur en eau peut étre due a un séchage insuffisant, une poudre avec un tel taux
d’humidité risque de s’agglomérer [361]. Aussi, la répercussion sur le stockage de la

spiruline en poudre serait a considérer [362].

Les taux de protéines enregistrés sont de 60.64% =+ 0.18 pour la spiruline sur
Zarrouk et 55.16% = 0.42 pour la spiruline en milieu Hiri. Ces teneurs semblent étre

proches de celles de la spiruline de Madagascar 59.3% [363].

Notons pour la méme occasion que cette teneur dépasse toute les sources de
protéines alimentaires connues : levure de biere (38.8%), lait écrémé en poudre (35.9%),

viandes sécheée salées (34.3%), graines de soja sechés (34.1%) [363].

Le soufre, apporté sous forme de dioxyde, SO,, est un constituant de trois acides
aminés (cystine, méthionine et cystéine) et est nécessaire pour la synthése de protéines,

ceci pourrait expliquer, en partie, la teneur élevée en milieu Zarrouk [364].

Toutefois, nous avons relevé au cours de nos différentes expérimentations une
variation du contenu en protéines de 10 a 15% selon le moment de la récolte par rapport a
la photopeériode, les valeurs les plus fortes étant obtenues au début de la période lumineuse
[127 ; 16].

Pour ce qui est de la matiére grasse, les résultats trouvés varient de 6.8 £ 1.02 et 8%
+ 0.53 pour la spiruline cultiveée sur le milieu de culture Hiri et celle cultivée sur le milieu
de culture Zarrouk respectivement. Ces teneurs se rapprochent de celles donnees dans la
littérature et qui varient de 5.6 a 7% [124 ; 132 ; 134 ; 143].

Pour les cendres, notre spiruline cultivée sur le milieu de culture Zarrouk contient

8.27 = 1.5 de cendres ; la spiruline cultivée sur le milieu de culture Hiri en contient 6.70
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=+ 0.4. Ces teneurs sont légerement inférieures a celle de la spiruline de Madagascar :

9.8% [363].

Quant aux sucres, ils sont présents a 18.78% *+2.01 chez la spiruline cultivée sur le
milieu de culture Zarrouk et a 16.25% ==0.3 chez la spiruline cultivée sur le milieu de

culture Hiri.

Ces teneurs sont conformes a celles rapportées par la littérature et qui sont de
I’ordre de 14 a 24% [363].

Il semblerait que la présence de magnésium dans le milieu de culture participe a la

formation et la mise en réserve des sucres et des hydrates de carbones.

6.4.2 Teneur en pytonutriments.

6.4.2.1 Teneur en pigments majeurs.

La spiruline contient des chlorophylles dont la chlorophylle a, des caroténoides et
des phycobiliprotéines telles la phycocyanine. Les résultats des taux de ces pytonutriments

dans la Spirulina htamissue du milieu Zarrouk et Hiri sont représentés dans le tableau 6.2.

Tableau 6.2. : Teneurs en pytonutriments de la Spirulina htam cultivée sur Zarrouk et sur

Hiri.
Composé Caroténoides Chlorophylle-a  C-Phycocyanine
(% de la MS) (% de la MS) (% de la MS)
Spiruline (Zarrouk)  0.84 +£0.18 15.01+£0.71 102.15+2.81
Spiruline (Hiri) 0.83+£0.33 9.82 +0.08 0.98 +0.25

D’aprés les données regroupées dans le tableau 6.2., nous remarquons que la

spiruline cultivée sur milieu Zarrouk contient 0.84% + 0.18 de la matiére séche de
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caroténoides totaux ; celle cultivée sur Hiri contient 0.83% +0.33 de sa matiére séche soit
8.4 mg/g et 8.3 mg/g de matiére seche.

Ces résultats sont inférieurs a ceux donnes par O'REILLY, 2006 [120] pour
Soirulina platensis. Elles dépassent les résultats de ABD EL BAKY, 2004 [265] de I’ordre
de 7.32 mg/g de matiere seche. Cette différence pourrait étre due a la différente

composition des milieux de culture utilisés.

Pour ce qui est de la différence de la teneur en caroténoides totaux de la S. htam
issue des deux milieux, elle pourrait étre attribuée au fait qu’il existe une relation inverse

entre le taux des caroténoides et la concentration en azote dans le milieu de culture [365].

Il semblerait que, la croissance de la Spirulina htam dans le milieu Zarrouk a été
négativement associé avec une amélioration de la biosynthese des caroténoides [365 ; 366].
En effet, la privation d’azote conduit a une accumulation des caroténoides : ce denier
auteur trouve que la plus faible teneur en caroténoides totaux (7.32 mg/g MS) a été trouvée
dans la spiruline cultivée dans le milieu Zarrouk contenant 2.5 g/l de NaNO3 : milieu que
nous avons utilisé ; et que la valeur la plus élevée est observée sur la culture dans le milieu
Zarrouk contenant 0.625 g/l de NaNOs.

Des travaux antérieurs [367 ; 368], ont rapporté la méme constatation en attribuant
ceci au fait que la division des cellules des algues cultivées sous azote, engendre un
blocage pendant que la photosynthése se poursuit, menant aux installations de stockage de

composés spécifiques dont les caroténoides.

La biosynthése de ces composés, n’a pas besoin d’azote ; en outre la synthése des
enzymes intervenant dans ce systeme semble étre moins sensible que celles responsables

de la synthése des autres composeés [369 ; 370].

La chlorophylle-a est présente & des taux éelevés : 15.91% =+ 0.28 dans la spiruline
cultivée sur le milieu de culture Zarrouk et 9.74% + 0.17 de celle sur le milieu Hiri, soit
159.1 mg/g de MS et 97.4 mg/g de MS de la spiruline cultivée sur milieux Zarrouk et Hiri

respectivement.
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Ces teneurs sont comparables a celles trouvées par ABD EL BAKY et al., 2004
[365] de I’ordre de 25.6 a 128.7% trouvés sur la Spirulina maxima cultivée sur le milieu
Hiri.

La différence de contenance dans la spiruline cultivée sur les deux milieux semble
étre principalement due a la teneur élevée en magnésium dans le milieu Zarrouk
comparativement a celle du milieu Hiri. Cet élément intervient dans la composition de la
chlorophylle [363].

La spiruline algérienne contient 102.15 + 2.81 mg/g de matiere seche de la C-
phycocyanine lorsqu’elle est cultivée sur le milieu de culture Zarrouk et 98.24 mg/g £ 0.25

en matiéere seche en culture sur milieu Hiri.

Nos résultats semblent étre proches de ceux rapportés par la littérature de I’ordre de
106.4 mg/g de matiere seche [365].

Ainsi, il semblerait que le nitrate de sodium NaNO3 est nécessaire pour la synthese
des acides aminés, qui composent les protéines et d'autres composants cellulaires comme

les chlorophylles et La phycocyanine [368 ; 371].

L’intensité lumineuse, la souche ainsi que les conditions de culture semblent avoir

un effet sur la teneur en ces pigments.

6.4.2.2 Teneur en polyphénols extractibles totaux.

La teneur de la spiruline, cultivée sur le milieu Zarrouk, en polyphénol extractibles
totaux est de I’ordre de 166.74 mg éq AG/100 g de MS de poudre de spiruline.

Nos résultats semblent étre largement supérieurs a ceux trouves par colla et al.,
2007 [368] et qui varient de 2.45 a 4.9 pg/g.

A noter que la teneur de la spiruline en polyphénol, est influencée par la

température.
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6.5 Activité antioxydante.

Le profil de I’activité antioxydante obtenu est représenté par la figure 6.16.
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Figure 6.16. : Courbe du pouvoir antioxydant de la spiruline (extrait de spiruline).

La spiruline semble avoir une activité antioxydante. En effet, la courbe de cette
activité biologique augmente graduellement, partant de la concentration de 0,1 mg/ml a la
concentration 0.15 mg/ml. Cette phase exponentielle se termine en se stabilisant a la

concentration de 0.2 mg/ml. 1l s’agit du sommet de I’activité antioxydante.

En se référant a la courbe d’étalonnage du BHT (appendice I) ; Il en ressort une tres

forte activité antioxydante (96% : pouvoir anti-radicalaire, PAR).
Cette activité n’est pas liee seulement aux polyphénols mais plutdt a la présence
dans la spiruline d’une multitude variée d’antioxydants dont le sélénium, lep -carotene, et

le roi des antioxydants, la vitamine E.

6.6 Résultats de I’application industrielle.

Dans cette partie, nous avons procédé a un enrichissement du fromage frais par la
spiruline pour évaluer d’un coté I’effet de la spiruline sur I’évolution de la flore lactique,

d’autre part pour une amélioration de la qualité nutritionnelle du fromage frais.
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6.6.1 Résultats des analyses des matiéres premiéres.

6.6.1.1 Résultats des analyses physico-chimiques du lait.

Le tableau 6.3. regroupe les résultats de la composition chimique du lait utilisé pour

I’application fromagere qu’on a choisi.

Tableau 6.3. : Caractéristiques chimiques du lait de vache cru utilisé (valeur moyenne +

écart type).
Parametre chimique Valeur moyenne (g/l) = écart type
Extrait sec total (EST) 127.2 +0.95
Matiere grasse 36.20 + 0.36
Azote total 37.31+£0.2
Azote non protéique 4.37 £0.63
Protéines totales 33.33+0.18
Azote non protéique/azote total (%) 11.71 £ 1.77
Protéines caséiniques 26.68 £ 0.48
Caséine / azote total (%) 71.51+0.93
Protéines solubles 6.26 £ 0.36
Cendres 7.78 £0.33
pH 6.51 + 0.006

Ces résultats montrent que le lait utilisé est riche en extrait sec total (EST) : 127.2
g/l £0.95 ; tout en restant dans la marge de variation du taux de I’EST établie par I’agence
francaise de normalisation (AFNOR) et allant de 120 a 130 g/l selon AFNOR. Seulement,
ce taux est supérieur a celui mentionné par ABI AZAR, 2007 [372] de I’ordre de 98g/I.

La teneur en matiere grasse (MG) : de I’ordre de 36.20 + 0.36 (g/l) est incluse dans
I’intervalle des valeurs normalisées par AFNOR (34-40 g/l). Selon LUQUET, 1985, la
teneur en MG du lait de vache est en moyenne de 39 g/l [373]. A noter que la matiere

grasse du lait est principalement sous forme globulaire a I'état d'émulsion [374].
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La différence de composition observée, peut étre due a plusieurs facteurs de
variation tels le mode de conduite et I’alimentation des vaches. Selon Bocquier et Caja,
2001 [375], le niveau d’alimentation correspond au principal facteur agissant sur la

composition du lait des rémunants.

L’analyse de la fraction azotée du lait montre que I’azote non protéique (ANP)
représente 11.71% + 1.77 de I’azote total (AT) du lait. Ce dernier taux est nettement plus
élevé que celui rapporté par Swaisgood, 1982 avec un taux de 5% [376] et celui par
Remeuf, 1994 [377] égal a 9%. D’un autre coté, la fraction du ANP qu’on a trouvé (4.37
g/l £ 0.63) est trés élevee que celle mentionnée dans la littérature de 1.5 & 1.6 g/l [378].
Cette difference est liee au systeme d’élevage. Ainsi, selon Grappin [379], I’urée constitue
la majeure partie de ’ANP (33 a 79%) [380] et sa teneur varie considerablement en
fonction de I’apport alimentaire. Les laits a teneurs élevées en ANP semblent avoir une

teneur faible en protéines.

Dans notre lait, les protéines représentent 33.33 = 0.18 : teneur tres proche de celle
notée par Walstra et Jenness, 1984 [381] de 33.0 g/l. Elle est proche de celle trouvée par
Srairi et al., 2005 [382] de 30.8 a 32.7 g/I.

La caséine représente la protéine dominante avec 80.06% + 1.03 du taux de I’azote
protéique, valeur identique au résultat de Brule, 1997 [383] de 80% et proche des résultats
donnés par Walstra et Jenness, 1984 de 79.5% [381]. L’indice de caséine (caséine%AT)
qui est un facteur de reférence analytique particulierement représentatif de la valeur
fromagere du lait, est de 71.51% + 0.93.

La teneur en cendres 7.78 g/l + 0.33 est légérement faible en se référant aux
données bibliographiques [384 ; 385].

La mesure du potentiel d’hydrogéne (pH) indique une valeur moyenne de 6.51
unité pH + 0.006 : conforme a la norme AFNOR, 1986 de 6.5 a 6.6.

Les donnees relatives a la composition de la fraction azotée, notamment le fort
indice de caséine, suggerent que notre lait possede, a priori, une bonne aptitude fromagere.

C’est ce qu’on tente de vérifier dans la partie suivante, en prenant en considération,



119

I’enrichissement effectué pour déterminer ainsi, I’effet de la spiruline sur les aptitudes
fromageére du lait de vache.

6.6.1.2 Résultats des analyses microbiologiques.

6.6.1.2.1 Résultats des analyses microbiologiques de la spiruline.

Les resultats des analyses microbiologiques (germes/g) de la spiruline montrent une
absence totale des germes pathogénes. Cela s'explique du fait des conditions extrémes

de culture de la spiruline qui ne favorisent pas la prolifération de ces germes.

Par contre nous remarquons la présence de quelques germes mésophiles totaux qui

restent heureusement dans les normes recommandées.

En se référant aux normes imposées en France (Arrété du 21/12/1979) [16], notre

spiruline possede une bonne qualité microbiologique.

6.6.1.2.2 Résultats des analyses microbiologiques du lait cru.

Sur le lait de vache cru, nous avons noté :
e Absence totale des germes fécaux ;
e Absence totale des germes pathogeénes ;
e Les germes totaux, présents & 4 10* (<10°) donc propre & la consommation ;

e Présence de coliformes totaux & 720 (<10°).

Donc, on peut conclure que notre lait est aussi d’une bonne qualité

microbiologique.

Nous avons aussi procédé a une recherche d’antibiotiques, le taux de contamination
du lait par les antibiotiques s’est avéré nul (0%). Ceci nous rassure et nous évite la
probable apparition de problemes techniques lors de la transformation du lait, due a une

inhibition de I’activité de la flore lactique [386].



120

6.6.2 Meéthodologie de fabrication fromageére.

Le lait collecté est filtré par passage a travers une écumoire pour éliminer les
particules étrangeres presentes (mouche, poils etc.) puis pesé. 1l est ensuite chauffé dans un
bac a I’aide d’un bain marie. Le chauffage est accompagné d’une agitation jusqu’a
I’obtention d’une température de 65°C. Puis le lait est refroidi dans un bain d’eau froide
jusqu’a une température de 20 a 25°C. Il subit ensuite, une maturation a tempeérature

ambiante (18 a 22°C) en presence de levains lactiques concentrés lyophilisés.

Les levains sont préalablement remis en culture dans du lait UHT a 28 a 30°C
pendant 18 heures. Apres une durée de maturation de 3 heures, correspondant a une baisse
de pH du lait de 0,20 unités, I’emprésurage est effectué, a la méme tempeérature. 17 a 25

heures apres I’ajout de la présure, le caillé est découpé en petits cubes et brasseé.

La mise en moules a lieu quelques minutes apreés le découpage. Lors de I’égouttage,
aprés chaque retournement (2 au total), un salage a sec de la face supérieure a raison

environ de 0,2 g/face/portion de fromage de 100g est réalise.

Le démoulage a lieu apres 32 heures d’égouttage, et il est immeédiatement suivi de

la pesée des produits (caillé et lactosérum).

Les pieces du fromage ainsi obtenues sont conservées dans une chambre froide
(+4°C) en vue de leur commercialisation, apres avoir été emballées dans I’étain. Le délai

d’entreposage dans la chambre froide est au maximum d’une semaine.

Nous obtenant donc, trois échantillons de fromage. Le premier témoin (FE), le
second enrichi lors de I’emprésurage (FEE), et le troisieme enrichis en spiruline dans le
caillé (FEC). Les lactosérums correspondants sont notés: LT; LEE et LEC

respectivement.

La figure 6.17, représente les principales étapes de la fabrication fromagere.
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Figure 6.17: Schéma de la fabrication du fromage frais (originale, 2010).
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Les résultats des caractéristiques des différentes fabrications fromageres, aux

quelles nous avons opté, sont regroupés dans le tableau 6.4.

Tableau 6.4. : Résultats de la caractérisation des différentes fabrications fromageres :

Caillé égoutté et lactosérum (moyenne + écart-type).

FT

FEE

FEC

Composition du caillé

Poids

Azote total (AT)

Protéines solubles (PS)

Matiére grasse (MG)

Matiére seéche (MS)

Extrait sec dégraissé (ESD)

Gras / sec (G/S)

Potentiel d’hydrogéne (pH)

Composition du lactosérum

Poids

251.31+3.73 253.31+5.70 307.82+1.99

33.70 + 1.77

1.76 + 0.26

31.9+0.35

65.18 + 2.66

33.29 +2.90

49 +2.42

5.00+0.01

33.46 +1.40

2.83+0.29

32.37 +1.90

67.63+1.61

35.26 +1.92

47.86 + 2.57

4.88 +0.01

38.32+0.75

2.78 +0.28

32.13+1.88

74.71+0.61

42.58 +2.12

43.62 + 2.62

4.86 + 0.01

692.01+£2.73 713.17+5.29 690.71+2.84
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AT 7.51+0.45 17.5+0.28 7.63+0.46
PS 6.6 + 0.38 14.74 + 0.26 6.78 £ 0.65
Cendres 5.14 +0.22 6.37 £ 1.19 524 +0.21
MG 0.55+0.05 0.72+0.08 0.55+0.05
MS 3592+0.8 53.77+1.36 36.39+0.53
ESD 35.37+0.76 53.05+142 35.37+0.55
Bilans: Entrées-Sorties (%)
MB 5.66 + 0.64 3.82 +0.62 0.64 +0.19
Pour centage de récupération dans le
caillé
R¢ 25.13+0.37 25.21+0.56 30.63+0.20
AZ 90.33+4.60 89.66+3.49 102.72+2.45
MG 88.13+0.85 8943+545 88.77+521
ESD 38.04+£3.23 39.05x241 47.13+227
Le tableau 6.4 exprime les données sur les caractéristiqgues des

fabrications fromageéres. Le poids moyen des caillés, issus des trois fabrications, rapporté a
1 kg du lait présente une différence en faveur de la fabrication enrichie dans le caillé
(56.51 soit 18.36%) conséquence de I’ajout de la spiruline qui entraine en outre que la
participation de son poids, a I’augmentation de la récupération des composés secs. Ce

résultat se répercute en sens inverse sur les poids des lactosérums émanant des différentes
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fabrications. Ce poids rapporté a 1 kg de lait est plus élevé pour la fabrication enrichie lors
de I’emprésurage (22.46 g/kg soit plus de 3.15%). Cette différence est due au fait que la

spiruline a augmenté I’expulsion du lactosérum.

Pour la fabrication témoin et celle enrichie dans le caillé, les teneurs en azote total
et en azote soluble, sont probablement dus a I’indice de caséines du lait : 26.68% * 0.48.
Ces teneurs sont élevées dans le lactosérum de la fabrication enrichie lors de

I’emprésurage.

La teneur en matiéere seche des fromages mesurée au démoulage tend a augmenter
avec le niveau de la teneur en protéines. Si I'effet négatif de la teneur en matiéres grasses
sur la synérese est bien établi [387 ; 391], I'influence des protéines ou des caséines a éte
moins étudiée : Marshall, 1982 [387] et Storry et al., 1983 [388] notent un ralentissement

de la synérése, avec l'augmentation de la teneur en composants colloidaux ou en cas€ines.

En effet, la composition du caillé et du lactosérum est directement influencée par
celle du lait [392]. Selon Fox [393], la composition chimique du lait, plus particuliérement
les concentrations en caséines, matiére grasse, calcium et pH ont une influence majeure sur
plusieurs aspects de la production fromagere, specialement I’aptitude a la coagulation par
la présure, la fermeté du gel, I’aptitude a la synérese et, par-1a, la composition du fromage

et le rendement fromager.

La teneur en ESD des caillés varie entre 33.29 * 2.90 pour la fabrication témoin a
42.58 *+ 2.12 pour le caillé enrichie dans sa masse. Ceci confirme I’effet de la MG sur
I’EST du caillé. Malgré ces différences, le rapport Gras/Sec (G/S) des caillés ne présente

pas de différence significative entre les différentes fabrications.

Les bilans “’Entrée - Sortie’” de la matiere brute, indique que les pertes sont plus
élevées dans la fabrication témoin que les autres fabrications. Cela est attribué a I’ajout de

la spiruline.

La teneur en caséines est de 26,68 + 0,48 g/kg pour le lait. A cette valeur

correspondent déja, des rendements fromagers frais qui sont de : 25.13 ; 25.21 et 30.63 %.
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Ces valeurs sont proches de celle rapportée par Guerzoni et al. [394] : 20,3% qui
est enregistrée sur du lait de chévre.

Le rendement fromager plus élevé pour la fabrication enrichie dans le caillé est lié a

I’addition de la spiruline dans sa masse : donc pas de perte en masse de cette derniere.

L’influence de la teneur en proteines du lait sur le rendement fromager a été mise
en évidence par Portman et al. [395] et Ricordeau et Mocquot [396] qui ont observé que la
teneur en caséines conditionne le rendement fromager. Selon Maubois et Mocquot [397],
ce rendement est conditionné a la fois par la teneur en protéines et en matiére grasse, et
ceci plus particulierement pour les fromages frais. Selon Gilles et Lawrence [398], la

concentration en caséines influence le rendement fromager.

Les rendements fromagers ajustés et secs : figures 6.18 et 6.19, sont respectivement
de 25.14% £ 2.51 et 16.39% * 0.82 pour la fabrication témoin; et 25.13% * 3.36 et
17.05% + 0.79 pour la fabrication enrichie lors de I’emprésurage et pour la fabrication
enrichie dans la masse du caillé : 30.62 + 0.59 et 22.88% + 0.8.

FT

FEE

Figure 6.18 : Radar représentatif des rendements ajustés des fabrications
fromagéres. FT : Fabrication témoin ; FEE : Fabrication enrichie lors de

I’emprésurage ; FEC : fabrication enrichie dans le caillé.
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22.88£0.28
FEC

Figure 6.19 : Radar représentatif des rendements secs des fabrications
fromagéres. FT : Fabrication témoin ; FEE : Fabrication enrichie lors de

I’emprésurage ; FEC : fabrication enrichie dans le caillé.

Selon Colin et al. [399], ces rendements augmentent significativement avec
I’augmentation du niveau de protéines dans le lait. Nos résultats confirment cette
observation : les teneurs en protéines du lait est de I’ordre de 33.33 + 0.18 g/kg. Nos
différentes fabrications, présentent, en effet, des rendements trés proches: les valeurs
élevées de ces rendements dans la fabrication enrichie dans le caillé, semblent étre dues a

la quantité de spiruline ajoutée.

D’aprées Remeuf et al. [377], le coefficient de récupération de la matiere seche
semble plus particulierement influencé par les parameétres qui conditionnent I’aptitude a la
coagulation par la présure, a savoir la teneur en caséines, les proportions de caséinesasS, le

degré de minéralisation calcique des micelles et leur diameétre moyen.

Evolution du pH durant le stockage du fromage frais.

Les résultats de I’évolution des valeurs du pH des différentes fabrications de

fromage frais au cours du stockage sont résumés dans le tableau 6.5.
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Tableau 6.5. : Variation du pH des différentes fabrications fromageres.

Temps FT FEE FEC
TO Lait cru 6.51+0.02 6.51+0.02 6.51+0.02
Tl Lait encemensé par 6.48+0.03 6.48+0.03 6.48+0.03

bactérie lactiques
T2 Caillé égoutté (TO+30h)  5.00+0.01 4.88+0.01 4.86+0.01

T3 (TO+78h) 489+0.02 479+0.01 4.73+0.03
T4 (TO+126h) 466+001 463+0.02 4.58+0.02
T5 (TO+174) 449+0.02 443+0.02 4.40+0.01
T6 (TO+222h) 438+0.01 435+0.01 4.32+0.02

Ce tableau permet de comprendre I’effet de la spiruline sur la variation du pH des
différentes fabrications fromagéres réalisées. Une diminution progressive du pH avec une

légere différence entre les différentes formules a été observée.

La formulation témoin débute avec un pH (dans le caillé égoutté) de I’ordre de 5.00
+ 0.01 Unités pH pour atteindre le septieme jour une valeur de 4.38+ 0.01. La formulation
enrichie par la spiruline lors de I’emprésurage montre une diminution de 4.88 + 0.01 & 4.35
+ 0.01 alors que celle enrichie dans le caillé subie une régression de 4.86 + 0.01 4 4.32 £
0.02.

Nous avons constate alors que plus la spiruline est présente dans le caillé, plus pH a

tendance a diminuer plus rapidement.
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6.6.4 Détermination de la vitesse d’acidification.

Tableau 6.6. Vitesse d’acidification des différents fromages.

Fabrication FT FEE FEC
Variation du pH (ApH) 21+002 2134002 2.16%0.02
Vitesse d’ acidification (Unité pH/h)  9.46 10°  9.60 10° 9.7310°

On note que la fabrication fromagére enrichie dans le caillé présente la plus grande
vitesse d’acidification (tableau 6.6) avec une vitesse de 9.73 107 unité pH/h. suivie par
celle enrichie lors de I’emprésurage égale & 9.60 10 unité pH/h et enfin la fabrication

témoin avec une vitesse d’acidification de 9.46 10° unité pH/h.

Nos valeurs semble étre supérieures a celles trouvees par [400] de I’ordre de 0,015

Unités pH/jour pour un yaourt enrichi dans sa mase avec la méme quantité de spiruline.

On conclue, que la spiruline accélére I’acidification du fromage frais et donc

augmente le rendement.

Selon Guiraud [357], le pH est inversement proportionnel a I’acidité. L'acide
lactique est produit a partir de lactose, ce qui abaisse légerement le pH. Pour mieux
interpréter cette variation de I’évolution du pH, le suivie de la flore lactique semble avoir

une importance.

6.6.5 Résultats des analyses microbiologiques des fromages frais.

6.6.5.1 Evolution de la flore lactique.

Les résultats de I’évolution des bactéries lactiques dans le temps : partant du caillé
égoutté (30h apres la démarche de fabrication) allant au dernier jour de la date limite de
consommation, sont représentés dans la figure 6.20 pour le Sreptococcus thermophilus et la

figure 6.21 pour le Lactobacillus bulgaricus. La croissance est exprimée en Log UFC/m.



Croissance microbienne (log UFC/ml)

9.5

8.5

7.5

30h 78h 126h 174h 222h

Temps (heures)

Figure 6.20 : Evolution de la croissance de Streptococcus thermophilus dans les

différentes fabrications fromagere en fonction du temps. FT : fabrication

témoin ; FEE : Fabrication enrichie lors de I’emprésurage ; FEC : Fabrication

croissancebactérienne (log UFC/ml)

enrichie dans le caillé.
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Figure 6.21 : Evolution de la croissance de Lactobacillus bulgaricus dans les

differentes fabrications fromageére en fonction du temps. FT : fabrication

témoin ; FEE : Fabrication enrichie lors de I’emprésurage ; FEC :

Fabrication enrichie dans le caillé.
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Il ressort de ces deux figures que le Streptococcus thermophilus est majoritaire que
le Lactobacillus bulgaricus, un maximal de 2630 10° UFC/ml contre 190 10° UFC/m
enregistré pour les deux especes respectivement, et cela tout au long du suivie. Il est a
mentionner que le rapport, entre ces deux especes bactériennes présentes, influe sur la cinétique

de fabrication, ce qui est confirmé par nos essais.

La spiruline semble avoir un effet stimulant de la croissance de ces deux bactéries. En
effet, le S thermophilus, débute par des taux voisins : 15.5 10°, 16.2 10° et 17.8 10° UFC/ml
correspondent aux fabrications témoin, enrichie lors de I’emprésurage et dans le caillé
respectivement; la différence devient significative a partir de 78h de la fabrication ; cette
croissance atteint 251.1 10°, 1040 10° et 2630 10° pour la fabrication témoin ; enrichie lors de
I’emprésurage et enrichie dans le caillé respectivement. Une régression de la croissance

s’observe aprés 174 heures.

Ainsi, le L. bulgaricus, dans le caillé égoutte (30h aprés la fabrication), est présent a 100
10° UFC/mI pour le caillé enrichie dans sa masse en spiruline alors que la fabrication enrichie
lors de I’emprésurage et celle témoin, présentent respectivement 17.0 10° UFC/ml et 10.5 10°
UFC/ml. Le seuil de sa croissance s’observe entre 72 et 126 heures, suivie du declin de la

croissance.

L'évolution des ferments lactiques présentent I’allure d’une courbe de Gauss.
Aprés une eventuelle croissance, passant par une phase exponentielle ; un déclin net
s’observe. Régression due a la température d’entreposage qui empéche la multiplication

bactérienne.

L’effet de la spiruline sur la prolifération des bactéries lactiques explique le fait
le caillé issue de la fabrication enrichie lors de I’emprésurage présente un caillé plus
ferme ; les caillés des deux autres fabrications, sont issues par voie enzymatique plus
que acidifiante, les liaisons de caséines causent donc des contractions du gel, ce qui
entraine I’expulsion du lactosérum. Ce type de caillé se préte donc facilement au

découpage et I’égouttage.
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A I’issu des analyses microbiologiques réalisées sur les différentes fabrications
de fromage frais, on constate :

e Une absence totale des germes indicateurs de contamination fécale (coliformes
totaux et fécaux,) indiquant les conditions hygiéniques rigoureuses lors de la
fabrication ;

e Une absence totale des germes pathogénes (Clostridium sulfito-réducteur,
Salmonelles, Saphylococcus aureus) ce qui montre que le processus et les
conditions de fabrications sont bien maitrisés et que la matiere premiére utilisé
est de bonne qualité hygiénique, selon Bourgeois [401], a un tel pH bas (<4,5 U

pH) ces germes ne peuvent pas se développer.



CONCLUSION

Les essais de culture de la Spirulina htam réalisés, sur quatre milieux de culture, ont
montré une bonne adaptation de cette derniere aux milieux Hiri et Zarrouk.

En effet, nous avons obtenu au 21°™ jour de culture, une biomasse de 4.77 10°
cellules/ml dans le milieu Hiri et 3.77 10° cellules/ml pour le milieu Zarrouk. Cela peut
étre due au fait que la souche initiale menée de Tamanrasset était cultivée sur milieu Hiri,

doncil lui fallait un certain temps pour une meilleure adaptation sur le milieu Zarrouk.

Les conditions ambiantes de culture semblent un peu exceptionnelles. Du point de
vue température de culture, il semblerait que Spirulina htam préfére des températures plus
basses que celles préconisées par Fox [15] soit de I’ ordre de 37°C. Nous avons quantifié
une biomasse de 5.9¢/l et 6g/I & 28 et 32°C respectivement.

A 36°C., la biomasse est de 4.5¢g/l au-dela la production de biomasse serait

inversement proportionnelle al’ augmentation de la température.

L’optimum du potentiel dhydrogéne, paramétre tres important pour la bonne
conduite de la culture, varie entre 9 et 10 unités pH : donnant une biomasse respective de
7.5 et 8 g/l. La croissance bactérienne diminue lorsque le milieu devient moins alcalin

selon nos résultats.

Une agitation en continu et a faible débit semble avoir un meilleur effet sur la

croissance de la spiruline, qu’ une agitation manuelle en discontinu.



La spiruline algérienne, posséde les principales caractéristiques biochimiques des
autres souches de spiruline. 1l s'agit a la fois d’ aiment énergétique gréce a sa teneur
minimale en glucides 16.25% + 0.3 et en matieres grasses 6.8% *1.02; mais aussi
constructeur gréce a sa teneur en protéines 55 a 61% et protecteur : 8.3 a 8.4 mg/g de
matiere séche de caroténoides; 97.4 a 159.1mg/g en matiére seche de chlorophylle-a; et
une trés importante activité antioxydante : pouvoir inhibiteur important qui semble étre lié
principalement a la grande teneur en vitamine E, le sélénium, la phycocyanine et les

caroténoides.

Ladifférence entre la htam cultivée sur le milieu de culture Hiri et celle cultivée sur
le milieu Zarrouk est principalement liée au taux d humidité. Pour les pytonutriments, la
richesse du milieu Zarrouk semble étre efficace sur certains métabolismes engendrant une

accél ération et augmentation des activités biologiques.

Du fait des diverses vertus nutritionnelles et thérapeutiques de la spiruline, un
enrichissement du fromage frais a éé réalise du fait de la possibilité de son administration

aux enfants algériens en bas age ayant un probléme de vision crépusculaire.

La richesse de la spiruline en précurseurs de la vitamine A ainsi que ses autres

caractéristiques bromatol ogiques et thérapeutiques justifient I’ application considérée.

La spiruline semble diminuer la capacité de rétention d’eau du caillé lorsqu’elle est

gjoutée lors de I’ emprésurage.

Aussi, s I’'ensemencement en spiruline se fait dans le caillé directement, le
rendement fromager augmente ainsi que la qualité nutritionnelle du produit fini. En outre,
la spiruline semble aussi avoir un effet positif sur la croissance de la flore lactique du

fromage.

Notre présent travail nous a permet de mieux connaitre la Spirulina htam, de
maitriser ses conditions de culture: milieux de culture et conditions opérationnelles de
culture; d optimiser le mode de séchage de la spiruline; de faire une partie de sa
caractérisation nutritionnelle mais aussi de I'appliquer en technologie fromagere et de

signaler son effet sur laflore lactique du fromage frais.



Notre travail engendre d'autres investigations pourraient étre engagées, entre
autres :

e Une éventuelle amdioration du milieu proposé, voire d autres milieux a base d’' eau
de mer ;
e Des éudes de la biodisponibilité des micronutriments de la spiruline ;

o Desessaisd introduction de la spiruline dans le régime alimentaire algérien.



LISTE DES ABREVIATIONS

% : Pourcentage

°C : Degré Celsius

pum : Micrométre

AC : Azote caséinique

ADN : Acide désoxyribonucléque

ADP : Adénosine diphosphate

AMM : Autorisation de mise sur le marché

ANC : Azote non caséinique

ANP : Azote non protéique

ARDA : Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis
ARN : Acide ribonucléque

AT : Azotetotal

ATP : Adénosine triphosphate

BHT : Butyl hydroxytoluéne

Ca'™": Calcuim

CI": Chlore

CLHP : Chromatographie liquide haute performance
cm : Centimétre

CO. : Dioxyde de carbone



DPPH : DiPhényl Picryl-Hydrazyl
EDTA : Acide éthyléne diamino tétracétique
EPR : Efficacité protéique

EPS : Exo-polysaccharides

ESD : Extrait sec dégraissé

EST : Extrait sec total

g : Gramme

GLA : Gamma-linoleic acid

h : Heure

HIV : Human immunity deficiency virus
ISO : International organisation for standardisation
K" : Potassium

K2HPO, : Phosphate dipotassique

Kg : Kilogramme

L : Litre

Log : Logarithme décimal

m?: Métre carré

m?®: Métre cube

MG : Matiere grasse

Mg" : Magnésium

MgSO, : Sulfate de magnésium

mm : Millimétre

MS : Matiere séche

NA : Norme Algérienne

Na": Sodium

Na,CO3. Carbonate de Sodium

NazPO, : Phosphate trisodique



NADP : Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate
NaHCOj; . Bicarbonate de Sodium

NF : Norme Francaise

NH4H,PO, . Phosphate mono-ammonique
nm : Nanometre

NNC : Azote non caséinique

NNP : Azote non protéique

NPU : Net proteic use

NT : Azote total

P : Phosphore

pH : Potentiel hydrique

PHB : Polyhydroxybutyrates

ppm : Partie par million

PS I : Photosysteme |

PS 11 : Photosysteme |

PS : Protéines soluble

SO, : Oxyde de soufre

SQDG : sulfoquinovosyl-diacyl-glycerol
TSE: tryptone-sel-eau

U.F.C. : Unitéformant colonie

U.l : Unitéinternationale

UHT : Ultra haute température

UV : Ultra-Violet



APPENDICE A

Photographies représentant différentes souches de spirulines

S
8
1
"N LIl
W ¥

Forme ondulée

Forme spiralée type « Lonar »

Forme droite type « M2 »



APPENDICE B

Voici la formule développée de la chlorophylle :
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APPENDICE C

Tableau 01 : Sites géographiques ou pousse naturellement la spiruline [15]

Noms des pays

Localisations précises

AFRIQUE
Algérie Tamanrasset
Tchad Région du Kanem : lacs Latir, Ouna, Borkou, Katam,
Yoan, Leyla, Bodou, Rombou, Moro, Mombolo,
Liwa, Iseirom, Ounianga kebir
Soudan Cratére de Djebel Marra
Djibouti Lac Abber
Ethiopie Lacs Aranguadi, Lesougouta, Nakourou, Chiltu,
Navasha, Rodolphe
Congo Mougounga
Kenya Lacs Nakuru, EImenteita, Cratere, Natron
Tanzanie Lac Natron
Tunisie Lac Tunis; Chott el Jerid
Zambie Lac Bangweoulou

Madagascar

Beaucoup de petits lacs pres de Toliara




ASIE

Inde Lacs Lonar et Nagpur, réservoir pres de Madurai
Myanmar Lacs Twyn Taung, Twyn Ma et Taung Pyank
Sri Lanka Lac Beira
Pakistan Mares pres de Lahore
Thailande Lacs d’effluents d’une usine de tapioca, province de

Radburi, 80 km au Sud-Ouest de Bangkok
Azerbaidjan
AMERIQUE DU SUD
Pérou Réservoir d’eau pres de Paracas
Pres de I’lle d’Amantani dans le lac Titicaca
Mexique Lac Texcoco ; Lac Cratére
Uruguay Montevideo
Equateur Lac volcanique Quiliotoa : cratére de 1km de diameétre
AMERIQUE DU NORD

Californie Oakland ; Del Mar Beach

Haiti Lac Gonave

République Dominicaine

Lac Enriquillo

EUROPE

Hongrie

France

Camargue
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APPENDICE E

REGLE L AABAL 6

Le disque de Secchi est un instrument
constitué d'une baguette mesurant 30 cm
de long, graduée en centimetres. A son
extrémité est fixé un disque blanc de
diametre compris entre 30 et 40 mm.

|
JagN 6 PomiTEO
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Représentation d’un disque de Secchi.
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