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Résumé

Notre étude porte sur I’optimisation de la croissance de la spiruline dans le milieu Blue-
Green Medium (BG11) modifié par ses concentrations en azote et en carbone, ainsi, des
parametres de croissance sont estimés, a savoir ; le taux de croissance spécifique (p), le temps
de doublement (Tq), le taux de division quotidien moyen (K) et la chlorophylle-a (Chlo-
a).L’incubation de la spiruline sur les dix milieux de Blue-Green Medium (BG11) modifié, a
duré 42 jours et des lectures de la densité optique ont été effectuées tout les 7 jours, les
résultats obtenus nous ont permis d’établir deux courbes de croissance (azote et carbone),
d’azote, et de calculer nos paramétres de croissance. Les résultats ont révélé des différences
significatives entre les dix milieux de Blue-Green Medium (BG11) modifié. La croissance été
tres importante dans les milieux de BG11 modifié (N2) et (C5).Nous avons enregistrés des
valeurs maximales dans les milieux suivants : Le Taux de croissance spécifique était 0.24 +
0.03 cell/jr, 0.23 £ 0.03 cell/jr et 0.23 + 0.03 cell/jr, dans les milieux de BG11 modifié (C3),
(N2) et (N3), respectivement. Le Temps de doublement était 15.15 + 5.10 cell/jr et 14.81 +
5.10 cell/jr dans les milieux de BG11 modifié (N3) et (C2), respectivement. Le Taux de
division quotidien moyen était 0.15 + 0.02 divisions/jr dans le milieu BG11 modifié (N4). La
Chlorophylle-a était 2.693 + 0.75 mg/ml dans le milieu BG11 modifié (N2). On peut donc
proposer le milieu Bleu-Green Medium modifié pour utilisation a grand échelle pour la
culture de la spiruline.

Mots clés : Spiruline, milieu BG11 modifié, azote, carbone, parameétres de croissance.



Abstract

Our study focuses on optimizing spirulina growth in modified Blue-Green medium (BG11)
by modifying nitrogen and carbon concentrations. Thus, growth parameters are estimated,
which are: the specific growth rate (), the doubling time (Td), the mean daily division rate
(K) and the chlorophyll-a (Chlo-a).The incubation of Spirulina in ten mediums of modified
Blue-Green medium (BG11), with the duration of 42 days and optical density readings were
performed every seven days. The results obtained allowed us to establish two growth curves
(nitrogen and carbon) and calculates our growth parameters.The results revealed significant
differences between the ten mediums of modified Blue-Green medium (BG11). According to
the two growth curves, growth was very high in the medium BG11 (N2) and (C5). The
specific growth rate was 0.24 = 0.03 cell / day, 0.23 £ 0.03 cell / day and 0.23 + 0.03 cell /
day, in the modified BG11 (C3), (N2) and (N3) media, respectively.The doubling time was
15.15 + 5.10 cell/day and 14.81 + 5.10 cell/day in the modified BG11 (N3) and (C2) media,
respectively. The average daily division rate was 0.15 * 0.02 divisions / day in the modified
BG11 medium (N4).Chlorophyll was 2,693 £ 0.75 mg/ml in modified BG11 medium (N2).
We deduce that modified BG11medium can be used on a large scale for the cultivation of
spirulina.

Key words: Spirulina , modified BG11medium, nitrogen, carbon, growth parameters.
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Glossaire
Macrolides : Molécules a propriétés antibiotiques
Cyanobiontes : Cyanobacteries

Nécridie : Est une cellule particuliére d'un trichome de cyanobactéries qui finit par s'altérer ce
qui provoque la scission du trichome en deux.

Hormogonies : Chez les cyanobactéries, une hormogonie identifie la partie de filament qui se
détache pour donner un nouvel individu. Autrement exprimé, c'est un fragment pluricellulaire
d'un trichome de cyanobactérie, apparaissant a la faveur de la gélification de cellules spéciales
appelées nécridies.

Nutraceutiques : Un aliment nutraceutique est un produit isolé ou purifié a partir d'aliments,
il est habituellement vendu sous formes galéniques comme des capsules qui ne sont pas
généralement associées a des aliments, et il a été démontré gu'il avait un effet physiologique
bénéfique ou assurait une protection contre les maladies chroniques.

Halophile : Un organisme halophile, est un organisme qui s'accommode ou a besoin de fortes
concentrations ensel dans son milieu pour vivre.

Photolithotrphie : Photo-autotrophie

Thylakoides : Saccules aplatis, prolongement de la membrane interne du chloroplaste, on
distingue les thylakoides granaires, vésicules de petites tailles empilées en rgana et les
thylakoidesinter-granaires (ou stromatiques) de grandes tailles, réunissant les grana entre eux.
Chez les algues les grana sont totalement absents et les thylakoides apparaissent séparés les
uns des autres, ou accolés sur toutes leur longueur et groupés par trois le plus souvent.

Procaryote : Organisme unicellulaire qui ne possede ni noyau ni organites cellulaires
organisés.

Hétérocystes : Cellules intercalées de place en placeentre les cellules banales de certaines
cyanophycées filamenteuses. Caractérisée par I’absence de pigments, par un contenu tres clair
et par une paroi épaisse.

Trichomes : Rangée de cellules en contact étroit par une grande surface de contact.

Pitch (Pas) : Similaire a la longueur d'onde. C'est la distance entre deux sommets du
trichome. Le pas peut étre compris entre 7 et 50um.

Length (Longueur de la colonie) : Longueur de la colonie entiére, est généralement de 20 a
300 nm. La spiruline récoltable a généralement une longueur de 60 a 200 nm.

Diamétre: C'est la largeur des cellules individuelles du trichome. Le diamétre est
généralement de 4-7 nm.
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Introduction

INTRODUCTION

La spiruline est un microorganisme photosynthétique, considérée comme un moyen
efficace pour produire des composeés de grande valeur économique et scientifique (Jeon et al.,
2005 in Castro et al., 2014).

La spiruline, a fait ’objet de recherches approfondies, principalement comme nourriture et
compliment alimentaire pour homme et animaux (Gershwin et Belay, 2007). La croissance de
la spiruline et la composition de la biomasse produite dépendent de nombreux facteurs, les
plus importants étant la disponibilité des eléments nutritifs, la température et la lumiére
(Cornet et al., 1992 in Medkour et al., 2012).

Sa valeur nutritionnelle fut confirmée en 1974, par la conférence mondiale de
I’alimentation des Nations Unis, qui la considére comme une ressource alimentaire
d’importance majeure pour I’avenir (Batello et al., 2005).

Les micro-algues ont la capacité a capter le CO » et a le convertir en oxygene et en
biomasse, le potentiel de cette derniére, est traduit par la production d’énergie renouvelable
comme les biodiesels et les biogaz. Elles ont aussi la capacité de synthetiser des molécules
bioactives qui peuvent étre utilisées dans les aliments, les produits pharmaceutiques et les
cosmétiques, telles que les caroténoides, les acides gras et autres composés organiques
(Ferreiraet al., 2013 in Rosa et al., 2015).

Autant qu’organismes photosynthétiques et producteur de biomasse précieuse, apportant
une grande valeur alimentaire, en raison de sa teneur élevée en proteine de haute valeur, en
acides aminés, en acides gras essentiels (GLA), en vitamines, pigments et oligo-éléments,
d’une part, et de son utilisation dans différents secteurs industriels (santé, nutrition et
énergie), d’une autre part, la spiruline est considérée comme un processus biologique
participant a I’atténuation du réchauffement climatique en absorbant le dioxyde de carbone
d’origine anthropique (Fernandes da Silva et al., 2016).

Outre sa production commerciale, Arthrospira a toujours un réle important en tant que
nourriture dans I’économie de certains pays Africains. Il a été envisagé d’utiliser la spiruline
(Arthrospira platensis) dans la lutte contre la malnutrition, qui sévit dans de nombreux pays
en voie de développement (Coz, 2011).

Les personnes a la recherche de sources nutritionnelles alternatives, aliments naturels
« BIO », sont de plus en plus nombreuses dans le monde, leurs exigences font qu’il ya une
ouverture marquante sur la production et la commercialisation des algues, les micro-algues,
elles, font I’exception et la Spiruline est I’'un des aliments les plus incontournable, sa
consommation passée et récente par d’innombrables populations autour du monde, lui a
confier un réle majeur dans la sécurité alimentaire. D’un point de vu, d’une large
consommation et d’une grande production mondiale, nous nous demandons, quel intérét
socio-économique la spiruline pourra- t- elle apportée a I’humanité ? Et est-ce que la spiruline
contribuera- t- elle de fagon intransigeante dans 1’amélioration de la vie quotidienne de
I’homme, ou dans son développement économique ?




Introduction

A la recherche d’une source alimentaire riche en protéine produite localement pour des
utilisations internes dans la recherche scientifique et le développent économique, le Centre
National de la Recherche et de Développement de la Péche et de I’ Aquaculture (CNRDPA),
réalise des expérimentations qui visent a cultiver de la Spiruline (genre Arthrospira) & grande
échelle (espéce autochtone découverte dans des milieux lacustres) afin de développer le
domaine de I’aquaculture.

Notre étude, a pour but d’optimiser la croissance de la spiruline dans le milieu de culture
Blue-Green medium (BG11) en utilisant une large gamme de concentrations d’azote et de
carbone, en modifiant les concentrations de nitrates de sodium (NaNOs) et de carbonates de
sodium (Na,COs) pour obtenir dix milieux de BG11 modifi¢, permettant d’effectuer des
mesures de croissance, a savoir ; le taux de croissance spécifique (u), le temps de doublement
(Tq), le taux de division quotidien moyen (K) et la chlorophylle-a (Chlo-a).

« Le savoir est la seule fortune qu’on peut dépenser sans perdre » (Proverbe Africain).
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CHAPITRE I : GENERALITES SUR LA SPIRULINE

La spiruline utilisée en nutrition humaine est la biomasse commerciale séchée de deux
cyanobactéries, especes traditionnellement appelées Spirulina platensis et Spirulina maxima,
qui appartiennent au genre Arthrospira spp (Stanic-Vucinic et al., 2018).

La spiruline fait partie des algues alimentaires les plus incontournables, ces vertus
nutritionnelles, sont ceux d’un aliment complet et équilibré (Arzel et Barbaroux, 2010).

1/ Les cyanobactéries

I1 ya 3.7 milliards d’années, les premiers végétaux chlorophylliens étaient déja présents sur
terre, ils proliférérent dans tous les milieux aquatiques de la planéte. Les algues bleues ou
cyanobiontes furent les premiers organismes a produire de 1’oxygéne, et contribuérent a
baisser 1’acidité de I’eau de mer, facilitant ainsi I’expansion de la vie (Pérez, 1997).

Elles sont classées dans le regne des Eubacteria et représentent le seul groupe de
procaryotes (Fott, 1971 in Reviers, 2003) qui ne comprend que la seule classe de
Cyanophyceées (Gayral, 1975), elles se séparent des bactéries par la présence de chlorophylle-
a, et de pigments accessoires (Bourrelly, 1970).

Les cyanobactéries se présentent généralement sous forme de fins filaments (figure 1)
contenant un pigment qui leur confére une couleur bleue (du grec « cyano », « cyan »), elles
peuvent modifier la couleur des eaux et peuvent étre toxiques pour les mammiferes, et pour
I’homme en particulier. La spiruline est I’une des rares cyanobactéries non toxiques (Mollo et
Noury, 2013).

Cyanophycées

Rivularia {(colonie)

Nostoc
colonie et filament Gloeocapsa

Figure 1 : Cyanobactéries. (Site web 1).

Leur multiplication s’effectue principalement par division cellulaire (Reviers, 2003) ou les
cellules vont tout simplement se diviser en deux et qui ressemblent & la cellule mére (Floc’h
et Lecler, 2010).
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Les cyanobactéries se rencontrent dans des habitats extrémement variés, elles sont
susceptibles de supporter des conditions impressionnant (zones froides ou chaudes, eaux
douces ou salées, a la surface des sols et des eaux polluées). Elles ont la capacité de fixer
’azote atmosphérique par la présence des cellules spécialisées dites hétérocystes et fixe le gaz
carbonique comme les plantes pour produire 1’oxygéne (Reviers, 2003).

2/La spiruline (Arthrospira spp)

La spiruline (figure 2), longtemps considérée comme une micro algue bleue, est en réalité
une cyanobactérie (Cruchot, 2008), d’ecau douce ou saumatre, dont la couleur caractéristique
bleu-vert est due a un pigment protéique rare : la phycocyanine (Debleds, 2015). Elle est
pourvue de vésicules gonflées de gaz, qui lui permettent de flotter sur I’eau (Doumenge et al,
1993).

wst Ot

Figure 2: A : Arthrospira (Spirulina) platensis (Riviers, 2003).

B : Arthrospira platensis (Siteweb 2).
2.1/Histoire de la spiruline

Au 16éme siécle, les peuples Aztéques (Mexique) consommaient la spiruline oule
tecuitlatl dans leur alimentation courante (Sguera, 2008). En 1931, Rich observait des
populations de flamants, au bord des lacs de la Rift Valley en Afrique orientale, dont la
principale source de nourriture était la spiruline (Doumenge et al, 1993).

La spiruline, ou Arthrospira, a été redécouverte Au milieu des années 1960. Appelé
dans le dialecte local « dihé », était consommeée par la tribu des Kanembu vivant le long
des lacs alcalins du Tchad et du Niger, au méme moment, a la demande de la sociéte Sosa
texcoco, une étude systématique et détaillée des exigences de croissance et de la
physiologie de la spiruline a été réalisée par I’Institut Francais du Pétrole, dans un lac, prés
de la ville de Mexico (Vonshak, 1997).

Dans les pays développés, son véritable essor n'est apparu qu'a partir des annees 90 lors
de la découverte de molécules actives comme la phycocyanine ou le calcium-spirulan
(Sguera, 2008).
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2.2/répartition géographique

Son caractére thermophile et ses besoins importants en lumiére limitent son aire de
répartition a une bande intertropicale située environ entre 35° de latitude Nord et 35° de
latitude Sud (figure 3). Typiquement : le lac Tchad, les lacs mexicains et les mares des
abords de Tuléar a Madagascar (Debledes, 2015).

Elle se développe préférentiellement dans des eaux chaudes, alcalines et riches en
nutriments azotés et phosphorés. Plus communément, elle s’observe dans les eaux
saumatres, ainsi que dans les lacs salins de régions tropicales et semi-tropicales
(Castenholz et al., 2001 in Charpy et al., 2008).

35° Nord

35° Sud

AquatorialmaBstab
— —
0 10000 km

Figure 3 : Aires de répartition naturelle de la spiruline (Site web 3).

2.3/Taxonomie de la spiruline

La spiruline, appartient au monde végétal de par sa chlorophylle, et au monde animal de
par ses cellules procaryotes apparentées a celles des bactéries. Cette double liaison
contribue a lui donner quelques particularités originales intéressantes et la classe parmi les
cyanobactéries (Doumenge et al., 1993).

Le mot « spirulina » est le nom commerciale anglophone du genre Arthrospira, a ne pas
confondre avec le genre Spirulina non comestible, considérée également comme genre de
cyanobactérie (exemples : Spirulinasubtilissima, Spirulina princeps) (Fox, 1999). Pour
distinguer [’Arthrospira de la Spirulina non comestible, I’approche morphologique n’est
pas suffisante en raison de la plasticité morphologique qui existe entre les deux genres, des
analyses moléculaires peuvent présenter un outil important contribuant a 1’identification
des especes d’ Arthrospira (exemples : A. platensis et A. maxima) (Sili et al., 2012).
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Profil taxonomique : Arthrospira sp.
Regne : Monera (ou Bacteria)

Sous- regne:  Prokaryota

Phylum: Cyanophyta

Classe: Cyanophyceae

Ordre: Oscillatoriales

Famille: Oscillatoriaceae

Genre: Arthrospira (ou Spirulina)

Il existe plusieurs espéces qui ne different globalement que par leur localisation
géographique : Spirulinaplatensisest I’espece africaine principale, S. geitleriest celle du
Mexique (Arrignon, 2002) et connue aussi sous le non de Spirulina maxima (Vonshak,
1997), S .lonardu lac Lonar en Inde, S. orovilcadu lac Orovilca, S. paracasdes basins
d’eau prés de Pracas et S. ventanilla au Pérou, S. crater au Mexique et S. tamanrasset en
Algérie (Fox, 1999).

2.4/Morphologie de la spiruline

La spiruline se présente comme un filament (trichome) simple Pluricellulaire et de
forme hélicoidale (figure 4). Sa morphologie et variable. Quand elle a 7 spires, sa longueur
est d’environ 200 a 300 pm et I’épaisseur du filament 10 um. En outre, elle posséde une
motilité propre (Euzen et al., 1993).Leurs parois sont Gram négatives (Batello et al., 2005).

Quand les conditions du milieu changent, cette algue montre de trés grandes variations
dans la morphologie et la taille : élargissement ou rétrécissement de pas de la spire,
resserrement des spires centrales de I’hélice, détente du filament et méme disparition de la
forme spiralée, augmentation du nombre de spires bien au-dela de 50 par arrét de la
division de I’algue qui atteint ainsi plusieurs mm de long (Zarrouk, 1966).
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Figure 4 : A, B : Spirulina maxima, Spirulinaplatensis (Charpy et al., 2008).
C : morphologie de la spiruline (Site web 4).

2.5/ Cycle biologique
La spiruline se présente sous forme de filaments constitués de cellules juxtaposées, sa

reproduction est asexuée (Jourdan, 2018) et se reproduit trés rapidement, se divisant trois
fois en 24 heures (site web 5). Les spirulines se déplacent a la maniére d’une vis

s’enfongant dans du bois (Reviers, 2003).

Le filament de Spiruline a maturité forme des cellules spéciales appelées nécridies.
Elles se différencient des autres cellules par leur aspect biconcave et sont assimilées a des
disques de séparation. A partir de ces derniers, le trichome se fragmente pour donner de
nouveaux filaments de 2 a 4 cellules appelés hormogonies qui vont croitre en longueur par
division binaire et prendre la forme typique hélicoidale (figure 5) (Zarrouk, 1966).

\ VHormogonies Necridies

Figure 5: Cycle de vie de la spiruline (Balloni et al. 1980 in Charpy, 2008)
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2.6/ Toxicité da la spiruline

La toxicité de la spiruline dépend avant tout de son milieu de vie, qui peut ou non la
faire advenir, donc la non dangerosité de la spiruline ne peut étre attestée que relativement
a des conditions de production et & une espece donnée, qui devrait impliquer une
standardisation des méthodes de culture et des souches (différentes espéces de spiruline
sont utilisées) pour une maitrise de I’interaction étre-milieu de vie (Roux, 2006).

2.7/Composition chimique de la spiruline

La spiruline, arbore une teneur record en protéines de 70%. Les protéines algales sont
d’une grande qualité nutritionnelle (Floc'h et Leclerc, 2010). Son exceptionnelle teneur en
protéines de haute valeur biologique trés digestibles, ainsi que sa composition idéale en
vitamines, minéraux et oligo-éléments font d'elle un complément alimentaire intéressant
dans le cadre d'une alimentation déficitaire ou déséquilibrée (Cruchot, 2008).

Tableau I: Les produits de cyanobactéries (Singh et Kuar, 2009).

Produits de Lipopeptides Acides Acides Macrolides Amides
Cyanobactéries aminés gras
purs
taux (%) 42.2 5.6 4.2 4.2 9.4

La teneur en éléments nutritifs dépend de la localisation et de I'environnement dans
lequel l'algue se développe (Khan etal., 2005).

Les protéines de la spiruline sont complétes, car tout les acides aminés essentiels y

figurent, ils représentent 47% du poids total des protéines (Bujard et al., 1970 in Falquet et
Hurni, 2006).

Tableau II : composition chimique de la spiruline (ANSES, 2007).

Composition | Protéines Glucides Lipides totaux Chlorophylle-a
Taux (%. 60-70 14-19 <al0 1.1-15
PS)

La composition chimique de la spiruline lui confére des vertus nutritionnelles et
biologiques  remarquables:  anti-inflammatoires,  anticanceéreuses,  antivirales,
immunostimulantes (Vidalo, 2008 in Debleds, 2015).
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Tableau III : analyse typique de 100 grammes de spiruline (Umesh, 2002).

Composition Valeur (g ou
mg)
Humidité 79
Protéines 719
Fibres 099
Cendre 9¢
Xanthophylle 180 mg
Caroténe 190 mg
Chlorophylle 760 mg
Vitamines
Thiamine (B1) 5.5 mg
Riboflavine (B2) 4 mg
Acide nicotinique (B3) 11.8 mg
Pyridoxine (B6) 0.3 mg
Cobalamine (B12) 0.2 mg
Tocophérol (E) 19 mg
Biotine (H) 0.04 ¢
GLA (F) 1.3¢g
Inositole (acide amine) 35 mg
Minéraux
Calcium 132 mg
Phosphore 894 mg
Fer 58 mg
Zinc 3.9mg

Le produit final commercialisé de la spiruline se présente sous forme de poudre, de
flocons, de gélules ou de comprimeés d'une intense couleur bleu vert (figure 6 et 7). Les
doses journalieres conseillées varient de 250 a 5 000 mg (Site web 6). Elle accumule les
métaux lourds tels que mercure et plomb ainsi que les pesticides, il est donc essentiel de
s’assurer de son origine et de sa qualité (Site web 7).

¥

Figure 6 : Spiruline en comprimeés (Site web 8)  Figure 7 : Spiruline en poudre (Site web 9)
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3/Culture de la spiruline

Une culture peut étre définie comme un environnement artificiel dans lequel les algues se
développent. En théorie, les conditions de culture devraient autant que possible ressembler a
I'environnement naturel de I'algue (Barsanti et Gualtieri, 2006).

La spiruline est aujourd’hui cultivée dans le monde entier (Mollo et Noury, 2013).Les
micro-algues originaires d’eaux polluées ne peuvent étre consommées directement, lorsque le
milieu de culture est « sanitairement » pur, les algues constituent une super nourriture pour
I’homme, c’est le cas des spirulines et des chlorelles (Barnabé, 1989).

3.1/Milieu naturel de la spiruline

La spiruline a besoin de chaleur (optima =35°C), nécessite de la lumiére qui dans la
ceinture intertropicale du globe, ne constitue que rarement un facteur limitant dans la
journée, et un pH supérieur a 9 (Batello et al., 2005).

Le dihé (Spirulina platensis) croit dans un environnement tout a fait unique et
particulier constitué de mares qui se forment a la fin de la saison des pluies au nord-est du
lac Tchad. Il s’agit en réalit¢ d’une niche écologique ou tout autre organisme peine a
survivre telle que Chlorella (Batello et al., 2005).

3.2/Culture artisanale

Une culture artisanale de la spiruline, a pour but de satisfaire un nombre réduit de
personnes, au sein d’une famille, d’une collectivité ou pour des fins humanitaires dans
I’espoir de fournir un apport nutritionnel sir, pour les pauvres, essentiellement les enfants
de bas age souffrant de malnutrition (Charpy et al., 2004).

La culture artisanale nécessite certainement la construction de bassins en dehors de
zones de pollution (figure8), qui peuvent étre soit en bache plastique ou en dur (béton,
parpaings ou briques), pour la culture de la spiruline, I’cau utilisée doit étre de préférence
potable, de pluie ou de source, avec une salinité de 13 g/l et un pH entre 9 et 11, les engrais
ajoutés devraient assurer la croissance des spirulines comme en agriculture habituelle (N,
P, K, S, Mg, Ca et Fer), les oligo-élément (Brome, Zinc, Cobalt et cuivre) sont apportés par
I’eau, le sel et les engrais.Le milieu de culture doit rester peu coloré et peu trouble (pauvre
en matieres organiques) et ’eau de rejet peut étre utilisée comme engrais pour les plantes
halophiles ou en alimentation animale(Jourdan, 2018).
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Figure 8: A : bassin en parpaing revétus en plastique, B : bassin en bache plastique (Charpy
al., 2008).

3.3/Culture industrielle

Contrairement aux cultures conventionnelles, la culture en masse de micro-algues se
distingue par: une production continue toute l'année, cycle court, ingénierie génétique
simplifiée et possibilité de cultiver des micro-algues dans de I'eau saumatre plutét que dans
de I'eau douce, qui devient une ressource rare (Vonshak, 1997).

Le succes de I’exploitation commerciale d’Arthrospira, en raison de sa haute valeur
nutritive, de sa composition chimique et de la sécurité de sa biomasse, en a fait ’'une des
plus importantes micro-algues de culture industrielle (Whitton et Potts, 2000).

La culture industrielle de la spiruline est basée sur la recherche scientifique, permettant
I’élaboration des protocoles visant a optimiser le milieu de culture afin de maximiser le
rendement de la production, en respectant les normes sanitaires et les conditions
environnementales saines (Cruchot, 2008).

L’utilisation des photobioréacteurs dans des environnements clos artificiels ou
industriels, pour cultiver des micro-algues, a pour objectif de réaliser une transformation
biologique de la matiére (métabolites a haute valeur ajoutée comme les pigments, les
antioxydants, les polysaccharides, des acides gras essentiels) dans des conditions
controlées :

- Maintenir la stérilité de la culture.

- Surveiller le pH et la température pour une croissance la plus rapide.

- S’assurer qu’il existe un brassage suffisant des cellules et du milieu de culture.

- Controler I’intensité lumineuse incidente sur le réacteur, car elle est a la base de la vitesse
de production de la biomasse ou de I’oxygéne (Cornet, 1998).

La biomasse de spiruline est produite commercialement principalement dans des étangs
peu profonds et ouverts. Les plus gros producteurs sont les fermes Earthrise (DIC) en
Californie, Cyanotech a Hawaii et DIC a Hainan. La Chine est le principal producteur de
spiruline (Henrikson, 2010 in Posten et Walter, 2012).
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La production commerciale de biomasse de spiruline repose aujourd’hui presque
exclusivement sur des étangs de type « raceway » (circuit de cours) (figure 10).Ce systéeme
estessentiellement constitué d'un canal a une seule boucle dans lequel la suspension de
culture circule en écoulement turbulent par roue a aubes (Doumenge et al., 1993).

Figure 9:bassins de culture contrdlée de la spiruline a Hawai (Site web 10).

3.4/production de la spiruline en Algérie

La culture de la spiruline en Algérie est toujours au stade artisanal et expérimental, une
ferme pilote est installée au Sud (Tamanrasset) au début des années 2000, fondée par Hiri
Abdelkader, connaisseur des processus de production de la spiruline. Un avantage pour les
habitants du Sud de pouvoir exploiter et créer des petites entreprises a colt réduit ou
I’environnement naturel et les conditions climatiques sont propices pour le développement
de la spiruline. En attendant des productions a grande échelle de spiruline, I’importation et
la commercialisation de cette algue miracle, permet aux Algériens de profiter de ses vertus
nutritionnelles et thérapeutiques (Site web 11).

4/Domaines d’application

Le r6le multifonctionnel de l'espéce Spirulina en fait un médicament naturel idéal doté
d'immenses propriétés prophylactiques et thérapeutiques (Khan et al., 2005). La spiruline est
intéressante pour 1’alimentation animale et humaine mais aussi pour la production de
pigments caroténoides et d’acides aminés essentiels (Arrignon, 2002).Les antioxydants et les
caroténoides représentent d’excellents neutraceutiques. Il a été démontré que la spiruline
fournit des bienfaits médicaux ou curatifs (Bajpai et al., 2013). Les domaines d’application de
la spiruline sont présentés dans le Tableau IV.
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Tableau IV : Domaines d’application de la spiruline
Domaines | Roles/Fonctions Références
Médical | -Traitements de certaines infections d’origine | - Parikh et al., 2001 in
microbienne et de la malnutrition Barry et al., 2014 in
Kanon et al., 2016
-Normalisation des IgE chez les enfants des zones
rmal (9= chez e _ - Belay, 2002
radioactives par l'administration de 5g /jr de
spiruline pendant 45 jrs.
- Combattre les maux tels ’anémie, la chute des | -Arzel et Barbaroux,
cheveux, la fatigue chronique, le relachement | 2010
tissulaire, le retard de croissance, le stress ou les
troubles de la mémoire.
-La  C-phycocyanine contient une activité anti- | . Chen and al., 2014
oxydante.
-Combattre la malnutrition infantile, traite le diabéte | -Debleds, 2015
et I’obésité, et renforce les défenses immunitaires
des séropositifs et la santé des personnes agées.
-Prévention et mitigation du cancer, maladies | - Gershwin et Belay,
cardiovasculaires, inflammation et vieillissement. 2007
Nutrition | -Apporte un soutien nutritionnel (richesse -Ak et al., 2016
biochimique ; protéines).
- Extrémement digestible, source d’énergie, faible en | -Umesh, 2002
calories et en gras.
-source d’acides gras polyinsaturés (GLA).
-Vonshak, 1997
-Nourriture  pour les cultures de zooplancton, de
poissons et de mollusques. - El-Kassas et al,
2015
-Complément alimentaire dans les élevages bovins,
canins ou de volailles. -Debleds, 2015
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Domaines | Roles/Fonctions References

Energie | -Biofertilisant (cultures de riz, des légumineuses et | - Posten et Walter,
du coton). 2012
- La bu_)masse de spiruline _augment_alt de pres de | Posten et Walter.
deux fois le taux de production de biogaz pour une 2012
quantité donnée de déchets.

Industrie | -Pigments naturels (phycocyanine et phycoérythrine) | -Vonshak, 1997
utilisée dans les industries des produits alimentaires,
des médicaments et des cosmétiques.
-Composes_ phytoc_hlmlques _aux applications | Le Guehennec, 2009
pharmaceutiques et biotechnologiques.

Autres -Sport, naturopathie et bien étre. - Le Guehennec, 2009

-Elimination de la dureté de 1’eau.

- Charpy, 2008
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CHAPITRE 1I: CROISSANCE ET DEVELOPPEMENT DE LA
SPIRULINE

Les micro-algues, un groupe de microorganismes a croissance rapide, offrent plusieurs
avantages, notamment une efficacité photosynthétique supérieure, un taux de croissance éleve
et une production de biomasse plus importante a celle des autres cultures énergétiques
(Sostaric et al., 2009).

Les algues bleues vivent d’eau, de soleil, de gaz carbonique et de I’azote de 1’air. Cela leur
suffit pour grandir et se reproduire (Reviers, 2002).Dans les cultures de masse de souches de
spiruline, les conditions nutritionnelles sont le facteur clé qui contréle leur croissance et leur
productivité (Madkour et al., 2012).

1/ Facteurs influencant la croissance de la spiruline

La vitesse de croissance de la spiruline est directement influencée par le pH et la
température, et son maximum s’observe entre 35 et 37°C (Niangoran, 2017).

1.1/ La température

La température idéale pour pousser est 37° C, au-dessus de ces limites (43°C), la
spiruline risque de mourir, a 20°C, sa multiplication s’arréte. Dans les zones froides les
bassins de cultures doivent é&tre recouverts de serres (Jourdan, 2018).

1.2/ Le pH

Le pH doit étre au moins 9, s’il est trop bas la culture risque de mal démarrer, avec
formation de grumeaux ou précipitation de la spiruline au fond du bassin. (Jourdan, 2018).
Il joue un roéle important dans les activités métaboliques des spirulines, il affecte fortement
la production de biomasse, la dissociation de produits chimiques et la physiologie
cellulaire (Ogbonda et al., 2007 in Sharma et al., 2014, Celekli et al., 2009 in Sharma et al.,
2014).

1.3/ La lumiere

La lumiére est un facteur important dans la croissance des micro-algues, elle nécessaire
pour la photosynthése. Une limitation ou un excés de lumiere peut donc avoir des
conséquences sur le métabolisme des cellules (décomposition des cellules) et de leur
croissance, donc la qualité et la quantite de lumiére influencent la croissance et la
physiologie de la spiruline (Niangoran, 2017).

1.4/ L’agitation

L'agitation du milieu de culture permet une bonne répartition de la lumiére et favorise
les échanges gazeux (élimination du dioxygéne et absorption du gaz carbonique)
(Niangoran, 2017).
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La fréquence d’agitation est aussi un parametre important, une agitation discontinue et
énergique est préférable a une agitation continue mais faible. L’agitation continue des
cultures a petit récipients (bouteilles, seaux ou bassines), se fait au moyen d’un petit
bullage d’air comme dans un aquarium (Jourdan, 2018).

2/ Sels minéraux essentiels pour le développement de la spiruline

De nombreux éléments doivent étre fournis pour la croissance de la Spiruline, telle que
carbone (C), oxygene (O), hydrogéne (H), azote (N), potassium (K), calcium (Ca),
magnésium (Mg), fer (Fe), soufre (S) et phosphore (P) (Xin et al., 2010 in Nyabuto et al., 2015).

La spiruline se développe préférentiellement dans des eaux contenant de carbonates de
sodium (Na,COs) ou de bicarbonates de sodium (NaCOs), et riches en azote et en phosphore
(Fox, 1999).

2.1/ Azote

Les cyanobactéries peuvent s’approvisionner a volonté en azote gazeux d’origine
atmosphérique, apres dissolution dans I’eau. L’azote intervient dans les groupements
aminés des protéines (Menesguen, 2018).

La spiruline contient 12% d’azote en poids, I’atmosphére en contient 78%. Cet azote
n’est généralement pas utilisable pour la photosyntheése, il doit d’abord étre fixé a d’autres
atomes : NH; (ammoniac), NO, (nitrite), NH; (nitrate), (NH,),CO (urée) (Fox, 1999).

2.2/Carbone

La spiruline contient 47% de carbone, il en faut donc un apport important pour obtenir
une croissance rapide. Dans les lacs naturels le carbone provient soit de carbonates
volcaniques, soit de gaz carbonique atmosphérique (Fox, 1999).

La spiruline demande un milieu alcalin, le pH optimum d’une culture florissante va de
9.5 a 10.5, quand le pH dépasse 10.5 I’apport de CO, est insuffisant pour compenser le
prélévement par les algues et la culture est dite limitée par le CO,. L’apport de CO, abaisse
le pH et fournit du carbone pour continuer la croissance. On peut augmenter la surface
effective du bassin et du coup la vitesse d’absorption du gaz carbonique en créant des
vagues ou des anomalies de surface (Fox, 1999).

3/Photosynthese (développement de la biomasse)

3.1/Activité photosynthétique des micro-algues

La photosynthése est un processus bioénergétique utilisé par les plantes terrestres ainsi que
les microorganismes photosynthétiques (notamment les algues). Elle se compose d’une série
de réactions complexes d’oxydoréduction durant laquelle 1’énergie lumineuse, sous forme
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d’énergie ¢lectromagnétique, est absorbée par des pigments, principalement la chlorophylle,
et est convertie en énergie chimique entrainant la production d’oxygéne et des sucresainsi que
d’autres métabolites secondaires. Elle se déroule essentiellement dans les membranes des
thylakoides. Ce phénoméne est régi par 1’équation suivante (Farineau et Morot-Gaudry, 2018) :

6CO; + 6H,0 + énergie lumineuse — CgH1,06 + 60,

La photosynthése se décompose essentiellement en deux étapes :

> une premiére réaction dite « phase claire » durant laquelle une réaction photochimique
d’oxydation par fractionnement de 1’eau se produit (Farineau etMorot-Gaudry, 2018).selon
la réaction suivante:

2H,0 & O, +4H* +4e~  (Morot-Gaudry et Farineau, 2011)

> La seconde « la phase sombre », décrite par la fixation du carbone selon le cycle de Calvin
(Farineau etMorot-Gaudry, 2018).

4/Effets de DI’zote et de carbone sur la vitesse de croissance et le
développement de la spiruline

La croissance d'un organisme vivant est définie comme une augmentation de masse ou de
taille accompagnée de la synthése de macromolécules, conduisant a la production d'une
structure nouvellement organisée (Healy et Henzdel, 1976).

Dans des milieux totalement minéraux, Les spirulines montrent une vitesse de croissance
trés importante (Falquet et Hurni, 2006).

4.1/Fixation de I’azote

Les cyanobactéries transforment I'azote moléculaire atmosphérique en composés tels
que l'ammoniac, qui sont en partie directement transformés en protéines, en acides aminés
et autres cellules contenant de I'azote (Barsanti et Gualtieri, 2006).

L’ammoniac est directement utilisé pour synthétiser les acides aminés tandis que les
autres sources d'azote doivent étre converties en ammoniac pour synthétiser I’acide aminé.
(Junyinget al., 2013 in Nyabuto et al., 2015). La source et la concentration d'azote affectent.
également I'accumulation de lipides dans la Spiruline (Xin et al., 2010 in Nyabuto et al.,
2015).

Certaines algues bleues peuvent fixer I’hydrogéne a ’azote de ’air pour faire de
I’ammoniac NHjs, grace a des cellules spécialisées, les hétérocystes. La spiruline étant
dépourvue d’hétérocystes, elle ne fixe pas de 1’azote atmosphérique. La source la plus
facile a employer est le nitrate, de sodium ou de potassium (NaNO; ou KNOs) (Fox, 1999).
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4.2/ Fixation de CO;

La fixation du CO> entraine principalement la formation de biomasse structurelle des
cyanobactéries, de plus, la concentration élevée en bicarbonate-carbonate favorise la
productivité élevée observée dans I'habitat naturel d’ Arthrospira (Witton et Potts, 2000).

Le gaz carbonique de I’atmosphére se fixe tres facilement sur les saumures a pH élevé
durant la nuit en particulier pendant laquelle la photosynthese ne fonctionne pas, et ainsi se
rétablissent les conditions optima de production du milieu de culture de la spiruline
(Doumenge et al., 1993).
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CHAPITRE II1 : INTERET SOCIO-ECONOMIQUE DE LA SPIRULINE

Pendant longtemps, les cyanobactéries étaient considérées comme étant des micro-
organismes nuisibles a 1I’environnement. Récemment, la recherche a démontré leur utilisation
économique positive grace a la spiruline (Singh etKuar, 2009).

La spiruline n'a pas la méme importance pour les pays du sud et celles des pays du nord.
Pour les premiers, elle représente un intérét dans la lutte contre la malnutrition. Dans le
second cas, elle ne représente jusqu'alors qu'un complément alimentaire de confort (Cruchot,
2008).

1/Sécurité alimentaire et sociale

Le dihé (Spirulinapatensis) offre des potentialités considérables en matiére de sécurité
alimentaire, de méme que des perspectives financieres, surtout pour des femmes qui récoltent
traditionnellement le dihé et qui sont parmi les membres de la société les plus négligés
(Batello et al., 2005).

Les organisations humanitaires, aident de nombreux villages a créer leurs fermes de culture
de spiruline. Au Burkina Faso, par exemple, I’installation d’une ferme a permis a la fois de
rééquilibrer I’alimentation des enfants de village et de fournir de travail pour les adultes. En
plus le projet s’avéré rentable, les deux tiers de la production ayant pu étre vendus, a un prix
abordable a la population locale (Mollo et Noury, 2013).

2/Intérét économique de la spiruline

La spiruline intéresse beaucoup de petites entreprises qui la fabriquent dans des réacteurs
et la vendent comme compléments alimentaires sous forme de gélules aux habitants de pays
riches en tirant de gros profits (Feillet, 2012).

Elle est aujourd’hui en exploitation dans de nombreux pays, avec 8000 tonnes de poudre
séchée produite annuellement: Japon, Thailande, Inde, Australie, France, Cuba, Brésil,
Afrique du Sud ainsi que beaucoup d’autres pays. Elle est vendue localement en Afrique entre
20 € et 28 € le kilo, dans les pays développés a 150 € le kg sous formes de paillettes, a 200 €
le kg sous formes de comprimés et a 500 € le kg sous formes de gélules (Debleds, 2015).

12 000 tonnes de biomasse de spiruline sont produites chaque année (a environ 30
US$/kg), dont 70% environ en Chine, en Inde et en Taiwan, contre 5000 tonnes/an de
chlorelle produite dans le monde entier (Garcia et al., 2017).
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3/La spiruline comme aliment de substitution

Il est certain qu’un des problémes majeurs des prochaines décennies sera de faire face a
I’expansion démographique, en produisant des quantités importantes de matieres protéiniques
(Euzen et al., 1993).

La dose souhaitable est de 01g a 05g par personne et par jour selon le cas, ce qui en fait un
complément alimentaire et non un aliment de base (Debleds, 2015).

Michel Girin (2017), Biologiste marin, atteste que les produits de 1’aquaculture ne peuvent
étre considéres comme aliments de base, mais plutét une contribution de diversification
alimentaire, telle la spiruline étant riche en protéine, mais sans marché établi.

4/La spiruline contre la malnutrition

La malnutrition est un probléme mondial. La population a bas age est la plus touchée dans
les pays en voie de développement dont Madagascar. De sa richesse en micronutriment et sa
rapidité de croissance la Spiruline est une solution a la lutte contre ce fléau (Tsarahevitra,
2014). Elle est aisément comestible et assimilable, ce qui en fait un remarquable complément
pour réhabilité les enfants malnutris (Raimondet al., 2013).

La spiruline est capable de traiter avec succés certaines des formes les plus graves de
malnutrition telles que les carences en vitamine A, en protéines, en fer et en zinc (Posten et
Walter, 2012).

5/La spiruline comme complement alimentaire

La consommation de la spiruline se limitait essentiellement aux populations Kanembou et ne
couvre que 10 % des besoins protéiques journaliers (9 a 13 g par personne), et n’est pas
meilleur, de ce point de vue, que les autres sauces consommées au Tchad (Raimondet al.,
2013).

La spiruline présente des effets régulateurs sur le métabolisme des lipides et des glucides.
il est déja clair que cet aliment sdr et naturel fournit un soutien nutritionnel concentré pour
une santé et un bien-étre optimaux (Khan et al., 2005).

L’ Arthrospira est principalement vendue sur le marché des additifs alimentaires pour la
sante sous forme de poudre ou de pilules. Elle a également été sélectionnée par la NASA et
par 1’Agence Spatiale Européenne comme I’'un des aliments de base pour les missions
spatiales a long terme (Sili et al., 2012).
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Description du cadre de I’étude

L’actuelle étude a été réalisée au niveau du Centre National de Recherche et de
Développement de la Péche et de I’ Aquaculture (CNRDPA), a Bou-Ismail, Wilaya de Tipaza,
sur une durée de 45 jours ; allant de 14/04/2019 a 28/05/2019.

La recherche a été réalisée dans le cadre des essais préliminaires visant a mettre au point
des procédures scientifiques finalisées, permettant de cultiver la spiruline de la meilleure des
facons, et pour cela nous n’avons pas suivi un protocole déterminé. Nous nous sommes basés
sur I'utilisation des expériences tirés a partir de la documentation disponible sur le sujet de
recherche et sur le matériel disponible au laboratoire, ce qui & limiter notre choix de
paramétres de croissance a ceux présentés a travers ce document.

CHAPITRE | : MATERIEL ET METHODES
1/ MATERIEL

1.1/ Matériel Biologique

Le matériel biologique utilisé dans cette étude est la micro-algue de genre Arthrospira sp.
communément Appelée « la Spiruline », I’espéce est autochtone et n’est pas encore identifié,
fournie par le Centre National de la Recherche et de Developpement de la Péche et de
I’ Aquaculture (CNRDPA).

1.2/ Milieu de culture

Nous avons utilisé le milieu Bleu-Green medium (BG11), milieu de référence pour la
culture de genre Arthrospira. Les composants de milieu BG11 sont présentés dans le
tableau V.

Tableau V: Composition de Bleu-Green medium (BG11). (Stanier et al., 1971)

Stocks Par 500 ml
(1)NaNO; 75.09
(2)K,HPO, 2.00g

(3) MgS0..7H,0 3.75
(4)CaCl,.2H,0 1.80
(5)Acide citrique 0.30¢g

(6) Ammonium ferrique citrate vert 0.30¢g

(7) EDTAN 0.05¢g

(8) Na,CO; 1.00 g
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Stocks Par litre
(9) solution de métal trace :

HsBO, 2.86 g
MnCl..4H,0 181g
ZnS0,.7H,0 0.22
Na,Mo00,.2H,0 0.399
CuS04.5H,0 0.089
Co(NOs)2.6H,0 0059
Medium Par litre
Solutions stock 1-8 10.0 ml chacun
Solution stock 9 1.0 mi

*Autres mateériels : représentés par des photos (Annexe A)
2/Methodes
2.1/Etapes de préparation des milieux de culture de la spiruline

2.1.1/Préparation des stocks des milieux BG11 modifié

Nous avons préparé 10 milieux BG11 en modifiant la concentration de deux stocks, le
stockl et le stock 8, correspondant respectivement, au nitrate de sodium fournissant ainsi
de I’azote et au carbonate de sodium comme apport de carbone.

Stock 1 (NaNOs (M)) :  -BG11 N1:0.02 M — milieu témoin (BG11 non modifié)
-BG11 N2: 0.005M
-BG11 N3: 0.01 M
-BG11 N4: 0.03 M

-BG11 N5: 0.04 M

Stock 8 (Na,C0Os (M)) : -BG11 C1:0.02 M — milieu témoin (BG11 non modifié)
-BG11 C2: 0.005M
-BG11 C3:0.01 M
-BG11 C4:0.03 M

-BG11 C5: 0.04 M
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Nous avons préparé 10 bouteilles, soigneusement étiquetées, et introduit dans chacune le
volume de 600 ml d’eau distillée, mesurés a 1’aide d’une éprouvette graduée, puis ajouté par
ordre les composants représentés dans le tableau I, en prenons en considération les
modifications apportées sur le stock 1 (N1, N2, N3, N4, N5) et le stock 8 (C1, C2, C3, C4,
C5) et bien homogénéise.

A noter qu’au cours de I’incubation nous n’avons additionné aucun élément nutritif aux 10
milieux de BG11 modifié, ni apporté des changements sur le pH ou la salinité.

2.1.2/Salinité

Nous avons additionné 5%o de sel de table soit 3g/600ml a chaque bouteille et bien
homogéneisé le contenu.

2.1.3/Potentiel hydrogéene (pH)

Nous avons mesuré le pH des milieux de BG11 modifie, par lecture directe sur pH-
metre, en introduisant 1’¢lectrode dans le milieu de culture. Et nous avons ajustés le pH, a
chaque fois été nécessaire par I’ajout de NaOH (0.1 M) afin d’atteindre un optimum de 9 +
0.2.

2.1.4/Réalisation de réplicas

On a realise trois replicas pour chaque milieu BG11 modifie, en introduisant un volume
de 200 ml dans des bouteilles en verre de 500 ml, soigneusement étiquetées et bouchées
par du coton et de ’aluminium.

2.1.5/Stérilisation par autoclavage

Nous avons stérilisé les milieux BG11 modifi¢ a I'autoclave pendant 20 minutes a
121°C.

2.2/[Ensemencement

L'inoculum a été prélevé d’une pré-culture, I’ensemencement doit étre effectué dans des
conditions stériles, sous une hotte équipée de becs bunsen. Nous avons donc inoculé 1%
d’ Arthrospira soit un volume de 2 ml d’Arthrospira dans 200 ml de BG11 modifié.

2.3/Conditions d’incubation

L’incubation de la spiruline nécessite le respect de certaines conditions en relation avec ses
exigences de développement, qui sont: pH égal 9 + 0.2, température de 30 + 2°C, une
photopériode de 24h/jr de lumiére artificielle fourni par des lampes fluorescentes blanches
froides (2.3 Klux) et une agitation manuelle de 3 a 4 fois par jour.
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2.4/ Mesures de croissance

Le tableau VI expose I’attribution du symbole (t) au nombre de jour relatif a la période
d’incubation.

Tableau VI : Attribution de symbole de temps (t) aux périodes d’incubation par nombre de jour

Symbole ] to t3 ts ts ts
de temps (t)
Temps (jr) 7 14 21 28 35 42

2.4.1/Estimation du poids sec initial de la spiruline (PSi)

Nous avons prélevé quatre échantillons de spiruline, le volume de chacun est 1 ml,a
partir de la culture mere et les conservés dans des aliquotes, puison a :

-Centrifugé les echantillons pendant 10 min a 6000 rpm.
-Rincé a I’eau distillée.

-Centrifugé a nouveau pendant 10 min a 6000 rpm.
-Séche les échantillons a I’étuve a 40°C pendant 48 a 72h.

Ensuite, nous avons pesé a 1’aide d’une balance de précision, les aliquotes avec la poudre
de spiruline, chacune a part, puis rincé le contenu pour pouvoir les peser vide, le poids sec
initial de la spiruline (PS;) est calculé par la soustraction du poids de I’aliquote et on a
calculé la moyenne des quatre échantillons pour avoir une valeur significative (PS; = 7.25
mg/l).

2.4.2/ croissance de la spiruline en fonction de concentration d’azote et de
carbone

A partir des cultures, des échantillons de 5 ml ont été prélevés aseptiquement tous les 7
jours et analysés par spectrophotométrie (Jasco V-630 Spectrophotometer) pendant six
semaines (42jrs), la croissance a été déterminée par la densité optique a 880 nm (A880)
(Oliveira et al., 1999 in Rajasekaran et al., 2016). Afin de réaliser une courbe de croissance.
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2.4.3/Estimation du Taux de croissance spécifique ()

Le taux de croissance spécifique (W) intervient dans la description de 1’évolution de la
croissance de la spiruline en fonction de temps, selon I’équation suivante :

M (cellule/jour) = (In X2 - In X1)/ (t2 —t1)

Ou X1 et X2 représentent la concentration de biomasse a temps t; et t (Oliveira et al., 1999
in Rajasekaran et al., 2016).

2.4.4/Estimation du Temps de doublement (Td)

Le temps nécessaire pour avoir un doublement du nombre de cellules viables (individu se
divisant en 2 individus qui lui sont identiques genetiquement et plus ou moins
morphologiquement) est appelé temps de doublement, ce dernier a été estimées par 1’équation
suivante :

Td = 0.693/

Ou Td est le temps de doublement et p est le taux de croissance spécifique (Dalgaard et
Koutsoumanis, 2001 in Rajasekaran et al., 2016 ).

2.4.5/ Estimation du Taux de division quotidien moyen (K)

Le processus de division quotidien moyen, indique la division d’une cellule de spiruline
en deux cellules filles identique, Le taux de division quotidien moyen, K, a été déterminé
en utilisant 1’équation suivante :

K = 3.3/t x log OD¢ — log ODg

Ou t est le nombre de jours depuis l'inoculation, ODx est la densité optique apres t jours,
ODoest la densité optique lorsque t = 0 (Dalgaard et Koutsoumanis, 2001 in Rajasekaran et
al., 2016).

2.4.6/ Estimation de la Chlorophylle-a

Afin de réaliser une extraction correcte de la chlorophylle-a des cellules d’Arthrospira
sp. On a adopté le protocole décrit par Mackinney (1941) :

On prend 10 ml de suspension d'algues homogénéisée dans un tube a essai et on
effectue une centrifugation a 7 000 rpm / min pendant 15 minutes, puis on élimine le
surnageant et on transfere le culot d'algues dans un autre tube a essai et on ajoute 10 ml de
méthanol a 90%.
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Secouer le contenu et placer les tubes recouverts de papier d'aluminium dans un Bain-
marie a 60°C pendant 30 min. L'absorbance du surnageant a été mesurée a 665 nm contre
un blanc méthanol (Onkar et al., 2015).

La chlorophylle a été estimée selon I'équation suivante (Mackinney, 1941 in Rai et al.,
2015):

Chlorophylle-a (mg/L) = 13.42xAses

Ou A est la densité optique (ou absorbance)

2.5/Observation microscopique

A Taide d’un microscope optique (OPTICA Axiom 2000), nous avons effectué une
observation microscopique de la spiruline cultivée dans de BG11 modifi¢ au 35°™ jour
d’incubation, au grossissement x40.

2.6/analyses statistiques

Les données ont été analysees statistiquement par le logiciel STATISTICA. Nous avons
utilisé, I’analyse ANOVA univariée avec le test de Tukey pour alpha = 5%, pour évaluer la
significativité (valeur <0.001), indiquant qu’il ya une différence hautement significative entre
les milieux de BG11l modifié. L’analyse ANOVA multifactorielle est réalisee afin de
déterminer 1’influence de temps sur la teneur en chlorophylle-a chez la spiruline.
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CHAPITRE Il : RESULTATS ET DESCUSSION

1/Mesures de croissance

Nous avons suivi et évalue la croissance de la spiruline, par I’estimation de la
chlorophylle-a (Chlo-a) en dosant la densité optigue de nous échantillons par
spectrophotométrie & 665 nm, et 1’estimation des : taux de croissance spéecifique (W), temps de
doublement (Td) et le taux de division quotidien moyen (K) par le dosage de la densité
optique des échantillons a 880 nm, et ce, chaque 7 jrs pendant 42 jrs.

Nous avons entamé notre lecture a partir de 7°™ jour d’incubation, la densité optique en to,
n’a pas été évaluée.

1.1/ Poids sec initial de la spiruline

Le poids sec initial de la spiruline, prélevée a partir de la culture mére, est estimé a 7.25 mg/I.

1.2/ Croissance de la spiruline en fonction de la concentration de I’azote et
du carbone

Nous avons établi deux courbes de croissance, la premiere illustre I’évolution de la
croissance de la spiruline dans les milieux BG11 modifié (N1), (N2), (N3), (N4) et (N5),
correspondant aux différentes concentrations d’azote. La seconde représente 1’évolution de la
croissance de la spiruline dans les milieux BG11 modifié (C1), (C2), (C3), (C4) et (C5),
correspondant aux différentes concentrations de carbone.

1.2.1/Croissance de la Spiruline en fonction de la concentration de I’Azote
Le tableau VII, résume les résultats obtenus par lecture de la densité optique a 880 nm.

Tableau VII: Croissance de la spiruline cultivée dans les milieux de BG11 modifié (N1, N2,
N3, N4 et N5) pendant 42 jrs, (Moyenne de DO + E.T).

Milieux BG11 BG11 BG11 BG11 BG11
BG11 (N1) (N2) (N3) (N4) (N5)
Temps (1)

t 0.033+0.002 | 0.036+0.002 | 0.031+0.002 | 0.029+0.002 | 0.031+0.002
ty 0.148+0.04 | 0.178+£0.04 | 0.161+0.04 | 0.134+0.04 | 0.082+0.04
i3 0.302+0.14 | 0.392+0.14 | 0.209+0.14 | 0.062+0.14 | 0.106x0.14
s 0.249+0.09 | 0.261+0.09 | 0.229+0.09 | 0.092+0.09 | 0.090%0.09
5 0.33620.14 | 0.393+£0.14 | 0.340+0.14 | 0.143+0.14 | 0.081+0.14
t6 0.438+0.07 | 0.361+0.07 | 0.452+0.07 | 0.449+0.07 | 0.285x0.07
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Du tableau VII, les données ont montré que les valeurs maximales étaient de 0.392 + 0.14
et de 0.393 + 0.14 pour le milieu BG11 (N2) qui ont été notés a partir de la 3¢me et la 5°™®
semaines, respectivement.

Quand la concentration de 1’azote (NaNO3) est €levée, la densité optique est basse, ce qui
est contradictoire, puisque 1’azote est I'un des éléments vitaux pour le développement des
végetaux et compris les algues. Selon Nyabuto et al., (2015), L’azote est I'un des éléments
essentiels de la croissance, le développement, la reproduction et autres activités
physiologiques de la spiruline.
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Figure 10 : Courbe de croissance de la spiruline cultivée dans les milieux de BG11 modifié
(N1, N2, N3, N4 et N5) pendant 42 jrs en fonction de I’ Azote

Le milieu BG11 (N1) (milieu témoin) présente une croissance importante durant les trois
premiéres semaines avec un Legé déclin au 28°™ jour et & partir de quel la croissance se
relance fortement

Nous observons que la croissance est moins importante dans les milieux BG11 (N4) et
(N5) au cours des premieres cinq semaines ou les concentrations de nitrates de sodium
(NaNO3) sont plus élevées en comparaison avec les autres milieux de cultures.

La croissance de la spiruline a diminuer dans I’ensemble des milieux de BG11 modifié¢ au
cours de la 4™ semaine et cela peut étre expliqué par le manque d’agitation des milieux, elle
a atteint son maximum & la 65™ semaine dans tout les milieux sauf pour le milieu BG11 (N2).

Nous pensons que la salinité pourrait fortement influencer le développement de la
spiruline. Ainsi, 5 g/l de sel, s’avére trés insuffisante pour la croissance. D’aprés 1ltis (1980),
la teneur en sels dissous devrait variée entre 8,5 et 200 g/l, un développement important de
spiruline se produit entre 22 et 60 g/l, et que la densité des peuplements a S. platensis est
fonction de la salinité ; plus cette derniére est élevée, plus la densité, a I’intérieur des limites
de salinité tolérées, est importante.
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*Analyse statistique

L’analyse statistique de ’ANOVA par le test Tukey a 5% montre une influence trés
hautement significative (P< 0,001) des concentrations des différents milieux sur la croissance
de la spiruline. Aussi, le graphe 1 de ’ANOVA montre que le milieu (N2) présente le plus
haut seuil de significativité pour alpha = 5%, ce qui corrobore parfaitement avec la courbe 1.

Milieu; DO (880nm)
Effective hypothesis decomposition, P<0,001
0,95 confidence intervals

0,40

035 | %k k

0,30

025
o
8 020¢t

0,15 f

0,10

0,05

0,00

N1 N2 N3 N4 N5
Milieu

Graphe 1 : Seuil de signification du test ANOVA/ Tukey pour I’effet de 1’ Azote sur la croissance
de la Spiruline.

1.2.2/ Croissance de la Spiruline en fonction de la concentration du carbone
Le tableau VIII, résume les résultats obtenus par lecture de la densité optique a 880 nm.

Tableau VIII : Croissance de la spiruline cultivée dans les milieux de BG11 modifié (C1, C2, C3,
C4 et C5) pendant 42 jrs, (Moyenne de DO £ E.T).

Milieux BG11 BG11 BG11 BG11 BG11
BG11 (C1) (C2) C3) (C4) (C5)
Temps (1)

t 0.041+0.007 | 0.028+0.007 | 0.026+0.007 | 0.034+0.007 | 0.043+0.007
t, 0.139+0.04 | 0.086+0.04 | 0.144+0.04 | 0.137+0.04 | 0.195x0.04
i3 0.250£0.05 | 0.329+0.05 | 0.313+0.05 | 0.296+0.05 | 0.375x0.05
s 0.345+0.04 | 0.241+0.04 | 0.278+0.04 | 0.291+0.04 | 0.251+0.04
5 0.320+£0.04 | 0.270+0.04 | 0.279+0.04 | 0.275+0.04 | 0.370+0.04
t6 0.418+0.04 | 0.409+0.04 | 0.500+0.04 | 0.409+0.04 | 0.395+0.04
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Nous avons remarqué une croissance importante de la spiruline dans le milieu BG11 (C5)
durant les trois premiéres semaines, illustrée par un pic noté a la 3™ semaine avec 0.375
0.05 et une reprise de croissance notée a partir de la 5°™ semaine. Le maximum été observé
dans le milieu (C3) avec 0.500 + 0.004 & la 6°™ semaine.
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Figure 11 : Courbe de croissance de la spiruline cultivée dans les milieux de BG11 modifié (C1,
C2, C3, C4 et C5) pendant 42 jrs en fonction de la concentration du carbone

La courbe de croissance montre que le carbone est un élément essentiel pour le
développement de la biomasse de spiruline (activité photosynthétique). La croissance est
importante dans les milieux de BG11 modifié (C2), (C3), (C4) et (C5) pendant la 3™
semaine d’incubation.

Le déclin de la croissance observé au cours de la 4™ semaine, peut étre expliqué par le
manque d’agitation des milieux de cultures, ce qui a engendrer un manque d’oxygénation et
une formation des agrégats de spirales empéchant le passage de la lumiere vers le reste de la
culture.

Une exposition continue a la lumiere peut étre aussi la cause de la diminution de la
croissance dans la quasi-totalité des milieux. Selon Jourdan (2018), pour augmenter le taux
de croissance des spirulines, il vaut mieux ne pas les soumettre a plus de 16 heures
d’éclairement par jour.
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On a aussi observé que la croissance était continue dans le milieu BG11 (C1) (milieu
témoin) pendant les quatre premiéres semaines, avec un légé déclin au cours de la 5™
semaine. Nous avons enregistrés la reprise de la croissance de la spiruline dans tous les
milieux, a partir de la 5™ semaine, ce qui nous laisse croire, que la croissance n’a pas encore
atteint la phase stationnaire.

*Analyse statistique

L’analyse statistique de ’ANOVA par le test Tukey a 5% montre une influence trés
hautement significative (P< 0,001) des concentrations des différents milieux sur la vitesse de
croissance. Aussi, le graphe 2 de ’ANOVA montre que le milieu (C5) présente le plus haut
seuil de significativité pour alpha = 5%, ce qui valide les résultats de la courbe 2.
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Graphe 2 : Seuil de signification du test ANOVA/ Tukey pour I’effet du carbone sur la croissance
de la Spiruline
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2.3/ Taux de croissance spécifique ()

Nous avons estimé le taux de croissance spécifique chez la spiruline cultivée dans de BG11
modifié a partir de la 2eme semaine, considérant le 7éme jour de la culture comme to. Ainsi,
les résultats sont inscrits dans le tableau 1X.

Tableau IX: Taux de croissance spécifique chez la spiruline cultivée dans les dix milieux de BG11
modifié durant 42 jours (Moyenne + ET).

Milieux

BG11 BG11 | BG11 | BG11 | BG11 | BG11 | BG11 | BG11 | BG11 | BG11 | BG11

modifie | (N1) | (N2) | (N3) | (N4) | (N5) | (C1) | (C2) | (C3) | (C4) | (C5)

TEMPS

(t)

to 0.20 0.23 0.23 0.22 0.14 0.17 0.16 0.24 |0.19 0.21
+0.03 | £0.03 | £0.03 | £0.03 | £0.03 | £0.03 | £0.03 | £0.03 | +£0.03 | +£0.03

t3 0.11 0.11 0.04 -0.11 | 0.02 0.08 0.19 0.11 0.12 0.09
+0.07 | #0.07 | £0.07 | #0.07 | £0.07 | £0.07 | £0.07 | £0.07 | £0.07 | +0.07

t4 -0.03 | -0.06 |0.01 0.05 -0.01 | 0.04 -0.05 |0.01 0.00 -0.07
+0.04 | £0.04 | £0.04 | +0.04 | +0.04 | £0.04 | £0.04 | £0.04 | £0.04 | +0.04

t5 0.04 0.06 0.06 0.07 0.00 -0.01 | 0.01 -0.01 | 0.04 0.07
+0.03 | £0.03 | £0.03 | £0.03 | £0.03 | £0.03 | £0.03 | £0.03 | £0.03 | £0.03

t6 0.04 -0.01 | 0.04 0.16 0.18 0.04 0.06 0.09 0.06 0.00
+0.06 | £0.06 | £0.06 | £0.06 | +0.06 | +0.06 | +0.06 | £0.06 | £0.06 | +0.06

Le taux de croissance spécifique était plus important durant la deuxiéme semaine de
I’incubation, un maximum de 0.24 + 0.03 cell/jr, de 0.23 + 0.03 cell/jr et de 0.23 = 0.03 cell/jr
été enregistré dans les milieux BG11 (C3), (N2) et (N3), respectivement. Un minimum de
-0.11 + 0.07cell/jr, était enregistré dans le milieu BG11 (N4) durant la 3°™ semaine.

Pendant les quatre derniéres semaines, le taux de croissance été négligeable, ce faible taux
peut étre d a ’arrét ou la diminution de la croissance, on remarque méme une régression de
cette derniere, représentée par des taux inférieurs a zéro.

Le taux de croissance spécifique pour chaque milieu a été mesuré et retracé dans la série
d’histogrammes suivants :




» Taux de croissance speécifique (1) pour BG11 (N1&N2)
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Figure 12 : Taux de croissance spécifique chez

la spiruline cultivée dans le milieu BG11 (N1)

Figure 13 : Taux de croissance spécifique chez

la spiruline cultivée dans le milieu BG11 (N2)

Des deux graphes des figures 12 et 13 nous remarquons que le taux le plus élevé a été
enregistré pour le milieu BG 11 (N1) avec 0,20 cell/jr a t suivit de 0,23 cell/jr a t2 pour le

milieu BG11 (N2).

» Taux de croissance spécifique (1) pour BG11 (N3&N4)
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Figure 14 : Taux de croissance spécifique chez la

spiruline cultivée dans le milieu BG11 (N3)
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Figure 15 : Taux de croissance spécifique chez

la spiruline cultivée dans le milieu BG11 (N4)

Des deux graphes des figures 14 et 15 nous remarquons que le taux le plus élevé a été noté
dans le milieu BG11 (N3) avec 0.23 cell/jr a t2 suivi de 0.22 cell/jr a t> dans le milieu BG11

(N4).
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» Taux de croissance speécifique (i) pour BG11 (N5&C1)
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Figure 16: Taux de croissance spécifique chez la

spiruline cultivée dans le milieu BG11 (N5).

Figure 17 : Taux de croissance spécifique chez

la spiruline cultivée dans le milieu BG11 (C1)

Des deux graphes de figures 16 et 17 nous remarquons que le taux le plus élevé a été
enregistré a te avec 0,18 cell/jr dans le milieu BG11 (N5) et 0.17 cell/jr a t> dans le milieu

BG11 (C1).
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Figure 18: Taux de croissance spécifique chez la

spiruline cultivée dans le milieu BG11 (C2)

Des deux graphes des figure 18 et 19 nous remarquons que le taux le plus élevé a été
enregistré pour le milieu BG 11 (C2) avec 0,19 cell/jr & tz suivit de 0,24 cell/jr a t> pour le

milieu BG11 (C3).
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Figure 19: Taux de croissance spécifique chez

la spiruline cultivée dans le milieu BG11 (C3)




» Taux de croissance speécifique (i) pour BG11 (C4&C5)
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Figure 20: Taux de croissance spécifique chez la Figure 21 : Taux de croissance spécifique chez

spiruline cultivée dans le milieu BG11 (C4) la spiruline cultivée dans le milieu BG11 (C5)

Des deux graphes des figure 20 et 21 nous remarquons que le taux le plus élevé a été
enregistré pour le milieu BG 11 (C4) avec 0,19 cell/jr a t2 suivit de 0,21cell/jr a t> pour le
milieu BG11 (C5).

Dans des recherches similaires, le taux de croissance spécifique maximum obtenu par
Rajasekaran et al., (2016), été 6.1 cell/jr, observé chez S. platensis (CCMB), alors que le
taux spécifique minimum été 2.6 cell/jr, observé chez S. indica.

Des taux beaucoup plus ¢élevés que les notre, expliqués par, I’exposition des algues a une
luminosité de (2.5 Klux) avec une photopériode de 12/12, lumiere/obscurité, or, au cours de
notre expérimentation nous avons optés pour une photopériode de 24h/jr.

Dans d’autres recherches, ou la spiruline été cultivée dans différents photobioréacteurs, les
taux de croissance spécifique maximum été 0.988 + 0.012 cell/jr, 0.0750 + 0.011cell/jr et pour
celle cultivée dans des bassins ouverts, le taux de croissance spécifiqgue maximum été 0.322 +
0.005 cell/jr (Fernandes da Silva et al., 2016).

L’alternance de la lumicre et ’obscurité été 1’'une des conditions de culture proposé par
Jourdan (2018), pour la réalisation de la photosynthése en évitant la photoinhibition et par
conséquent I’arrét du développement de la spiruline.

L’agitation est une condition essentielle qui affecte la croissance de la spiruline, permettant
a celle-ci d'étre exposée a la lumiere de maniére homogene, malheureusement, il était difficile
de controler ce facteur au cours de notre expérimentation.
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*Analyse statistique

L’analyse statistique de ’ANOVA par le test Tukey a 5% montre un taux de croissance
specifique trés hautement significative (P< 0,001) entre les différents milieux en fonction de
leur composition. Aussi, le graphe 3 de ’ANOVA montre que le milieu (C3) présente le plus
haut seuil de significativité pour alpha = 5%, analyse validant ce que illustrent les
histogrammes.
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Graphe 3 : Seuil de signification du test ANOVA/ Tukey pour le taux de croissance Spécifique
de la Spiruline

2.4/ Temps de doublement(Td)

Le temps de doublement est calculé en fonction du temps que met une cellule a se diviser
pendant 24 heures. Les résultats sont résumeés dans le tableau X.

Tableau X: Temps de doublement chez la spiruline cultivée dans les dix milieux de BG11 modifié
(Moyenne + E.T) pendant 42 jrs.

Milieux
BGl_l_ BG11 | BG11 | BG11 | BG11 | BG11 | BG11 | BG11 | BG11 | BG11 | BG11
modifié (N1) (N2) (N3) (N4) (N5) (C1) (C2) (C3) (C4) (C5)

Taldrs 390 | 041 | 1515 | 49 | 650 | 403 | 1481 | 145 | 9.72 | 513
+5.10 | £5.10 | #5.10 | +5.10 | +5.10 | +5.10 | #5.10 | +5.10 | +5.10 | #5.10
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Le temps de doublement est a son maximum dans les milieux BG11 (N3) et (C2), avec
15.15 + 5.10cell/jr et 14.81 + 5.10 cell/jr, respectivement. Le minimum est noté dans les
milieux BG11 (N2) et (C3), avec, 0.41 + 5.10 cell/jr et 1.45 + 5.10 cell/jr, respectivement.
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Figure 22: Temps de doublement chez la spiruline cultivée dans les dix milieux de BG11
modifié pendant 42 jrs.

D’apres les recherches de Rajaskarane et al., (2016), le temps de doublement maximum est
de 6.93 et le minimum est 2.52, chez S. platensis et S.indica, respectivemet.

En se basant sur les deux courbes de croissance, on déduit que, les temps de doublement
les moins longs, enregistrés dans les milieux BG11 (N2) et (C3), sont dus a une croissance
discontinue avec arrét voir méme une régression de celle-ci, par contre les milieux de BG11
avec un temps de doublement considérablement long (milieux BG11 N3 et C2), implique une
croissance continue, sans intervalle d’arrét et/ou de régression de croissance.

*Analyse statistique

L’analyse statistique de ’ANOVA par le test Tukey a 5% montre un temps de
doublement trés hautement significative (P< 0,001) entre les différents milieux en fonction de
leur composition. Aussi, le graphe 4 de TANOVA montre que les milieux (N3) et (C2)
présentent le plus haut seuil de significativité pour alpha = 5%. L’analyse statistique concorde
avec I’histogramme de temps de doublement.
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Graphe 4 : Seuil de signification du test ANOVA/ Tukey pour le temps de doublement de la
Spiruline

2.5/Taux de division quotidien moyen

Le tableau XI résume les résultats de taux de division quotidien moyen.

Tableau XI: Taux de division quotidien moyen de la spiruline cultivée sur lesdix milieux de BG11
modifié (Moyenne £ ET).

Milieux | BG11 | BG11 | BG11 | BG11l |BG1l1 | BGl1l1 | BG11 | BG1ll | BG11l | BG11
BG11 | (N1) [(N2) |(N3) |(N4) |(N5) |(C1) |(C2) |(C3) |(C4) |(C5)
modifié

0.07 |0.07 [0.08 |0.15 0.06 |0.09 |0.08 |0.09 |0.08 |0.06
K +0.02 | +0.02 | £0.02 | #0.02 | +0.02 | £0.02 | £0.02 | £0.02 | +0.02 | +0.02

Nous observons un taux de division quotidien moyen maximum dans les milieux de BG11
(N4) avec 0.15 + 0.02divisions/jr et le minimum avec 0.06 + 0.02divisions/jr dans les milieux

BG11 (N5) et (C5).
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Figure 23: Taux de division quotidien moyen de la spiruline cultivée dans les dix milieux
de BG11 modifié pendant 42 jrs.

D’apres les recherches de Rajasekaran et al. (2016), le taux de division quotidien moyen
maximum été 0.27 divisions/jr noté chez S. platensis (SP-6) et le minimum été 0.14
divisions/jr noté chez S. indica.

Des resultats plus élevés que les notre, expliqués peut-étre par la régression de la
croissance de la spiruline constatée a partir des graphes obtenus du taux de croissance
spécifique. 1l ne peut y avoir de division cellulaire alors que les cellules elles mémes se
décomposent et meurt.

*Analyses statistiques

L’analyse statistique de ’ANOVA par le test Tukey a 5% montre un taux de division
quotidien moyen tres hautement significatif (P< 0,001) entre les différents milieux en fonction
de leur composition. Aussi, le graphe 5 de ’ANOVA montre que le milieu (N4) présente le
plus haut seuil de significativité pour alpha = 5%, une analyse qui correspond a ce que illustre
I’histogramme.
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Graphe 5 : Seuil de signification du test ANOVA/ Tukey pour le taux de division quotidien
moyen de la Spiruline

2.6/ Estimation de la chlorophylle-a

La teneur en chlorophylle-a se fait en fonction des différentes lectures des densités
optiques mesurées a 665 nm. Ainsi, les résultats sont resumés dans le tableau XII.

Tableau XII: Teneurs de la chlorophylle-a (mg/ml) chez la spiruline cultivée dans les dix milieux
de BG11 modifié pendant 42 jrs (Moyenne £ ET).

Milieux
BG11 | BG11 |BG11 | BG1l | BG1l | BG11l | BG11l | BG11l | BG1l | BG11 | Bgll
Temps(®) | (N1) | (N2) | (N3) | (N4) | (N5) | (C1) | (C2) |(C3) |(C4) |(C5)

t1 0.236 |0.212 | 0.232 | 0.257 | 0.116 |0.150 | 0.191 | 0.287 | 0.247 | 0.255
+0.05 | £0.05 | £0.05 | +0.05 | +0.05 | +0.05 | +0.05 | +0.05 | +0.05 | +0.05

to 0.637 | 0.384 | 0.052 |0.422 |0.447 |0.137 | 0.139 | 0.128 | 0.067 | 0.471
+0.20 | £0.20 | £0.20 | +0.20 | +0.20 | +0.20 | +0.20 | +0.20 | +0.20 | +0.20

ts 0.187 |0.262 | 0.234 | 0.089 |0.084 |0.167 |0.115 | 0.329 | 0.090 | 0.187
+0.08 | +0.08 | +0.08 | +0.08 | +0.08 | +0.08 | +0.08 | +0.08 | +0.08 | +0.08

ta 0.913 | 2.693 | 0.877 | 1.208 | 0.438 [2.648 | 1.472 |1.740 | 1.870 | 1.100
+0.75 | 20.75 | £0.75 | £0.75 | #0.75 [ *0.75 | +0.75 | +0.75 | +0.75 | +0.75

ts 1.226 | 0.886 |0.989 |1.056 | 0.765 |1.154 |1.275 |1.686 | 1.029 | 1.288
+0.25 | £0.25 | £0.25 | £0.25 | #0.25 | +0.25 | £0.25 | +0.25 | +0.25 | +0.25

ts 0.680 | 0.859 | 0.505 |0.693 |0.313 | 0.680 | 0.908 | 0.327 | 0.358 | 0.805
+0.22 | £0.22 | +0.22 | +0.22 | +0.22 | +0.22 | +0.22 | +0.22 | +0.22 | +0.22
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Des teneurs maximales de la chlorophylle-a de 2.693 = 0.75mg/ml et 2.648 + 0.75
mg/ml ont été observées respectivement dans les milieux BG11 (N2) et (C1) au 4™
semaine et des teneurs non négligeables ont été aussi observées dans les milieux BG11
(C3) et (C4) dans la méme semaine. Le minimum de 0.052 + 0.20 mg/ml a été observé au
3¢ semaine dans le milieu BG11 (N3).
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Figure 24: Courbe présentant 1’évolution de la chlorophylle-a chez la spiruline cultivée dans
les dix milieux de BG11 modifié pendant 42 jrs.

La hausse de la teneur de la Chlo-a été trés rapide au cours de la 4™ semaine, observée
quasiment dans tous les milieux, et son déclin a été aussi rapide que son augmentation dans
les milieux BG11 (N2), (C1) et (C4).

Nous remarquons que les valeurs les plus élevees de la chlorophylle-a sont obtenues entre
la 3¢me et la 5éme semaines, une période dans laquelle nous avons observé un déclin de
croissance indiqué par les autres parametres de croissances, cette différence nous permet de
dire que pendant cette période la division cellulaire s’est arrétée sans pour autant affecter la
persistance de la chlorophylle-a, dont on suppose qu’elle a était larguée a I’extérieur des
cellules.

Pour les milieux BG11 (N3) et (C3), la teneur de la Chlo-a a été quasiment stable durant la
5¢me semaine, et elle a légérement chutée dans les milieux BG11 modifié (N4) et (C2) et a trés
Iégerement augmentée dans les milieux BG11 (N1), (N5) et (C5).

D’aprés les recherches de Sharma et al., (2014), la teneur de chlo-a observée chez
S.platensis, été 9.05+ 0.33 avec pH=7, et 3.68+ 0.20 avec pH = 11.

Ces valeurs sont trés élevées que les notre, cette différence peut étre expliquée par des
études faites par Dere et al., (1998), qui montre que le niveau bas des pigments est influencé
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par des facteurs limitant tels que la lumiére intense et le changement de degrés de la
température lors de la prise des échantillons.

Le méme auteur, explique que le méthanol est meilleur que I’acétone et le diethyl éther
pour I’extraction des pigments (chlorophylle-a, chlorophylle-b et caroténoides) chez certaines
especes d’algues, et qu’il est essentiel de bien choisir la méthode et le solvant a utilisé pour
I’extraction des pigments selon I’espéce.

*Analyse statistique

L’analyse statistique de ’ANOVA par le test Tukey a 5% montre que la teneur en
chlorophylle-a présente une évolution trés hautement significative (P< 0,001) entre les
différents milieux en fonction de leur composition. Aussi, le graphe 6 de ’ANOVA montre
que le milieu (N2) présente le plus haut seuil de significativité pour alpha = 5%, cette analyse
correspond a ce que montre la courbe d’évolution de la chlorophylle-a.

Milieu; Chl-a
Effective hypothesis decomposition, P<0,001
0,95 confidence intervals

14
%k %k
12}
10}
08}

06

Chl-a

04

02F

00 F

_0’2 " " " " " " " " " .
Cc1 Cc2 C3 Cca c5 N1 N2 N3 N4 N5

Milieu

Graphe 6 : Seuil de signification du test ANOVA/ Tukey concernant la teneur en
chlorophylle-a de la Spiruline

On a effectué une deuxieme analyse statistique de la variation de la teneur en chlorophylle-a
de la spiruline en fonction de temps par une ANOVA multifactorielle (deux variables : temps et
teneur de Chlo-a), montre que le temps a une influence trés hautement significative sur la
teneur en Chlo-a avec p =0 (p<0.001).
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2.7/Observation microscopique

Observation microscopique de la spiruline au 35°™ jour, prise des échantillons de spiruline
cultivée dans de BG11 modifié, grossissement X40.

Figure 25: A : des trichomes de spiruline avec des spires qui varies entre 2 et 9, B : un trichome de
spiruline avec 9 spires et C : un trichome de spiruline avec 7 spires. (Personnelle, 2019)

A travers les photos prise de plusieurs échantillons de spiruline cultivee dans de BG11
modifié, on remarque un bon développement de la micro-algue, I’image A montre la division
des trichomes, ce qui concorde avec les résultats présentés par les courbes de croissance, dont
on enregistre une reprise de croissance a partir de la 6™ semaine.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

En fonction des conditions physico-chimiques du milieu dans lequel est cultivée la
spiruline, celle-ci sera intérieurement composée d’un vaste panel de molécules chimiques de
grande importance nutritive (protéines, lipides, carbohydrates, pigments et vitamines).

Notre étude consiste a optimiser la croissance de la spiruline dans le milieu de culture de
Blue-Green medium (BG11), et cela par la modification des concentrations de nitrates de
sodium (NaNOs) et de carbonates de sodium (Na:COs) et par conséquent, apporté des
changements sur les concentrations d’azote et de carbone.

L’incubation de la spiruline a durée 42 jours, au cours desquelles, des dosages de la densité
optique ont été faites chaque 7 jours, la premiére lecture a 880 nm pour estimer et calculer des
parametres de croissance, qui sont : le taux de croissance specifique, le temps de doublement
et le taux de division quotidien moyen, la deuxiéme lecture a 665 pour 1’estimation de la
chlorophylle-a.

Nous avons enregistré des valeurs maximums dans les milieux suivants :

-D’apres les deux courbes de croissance, la croissance été trés importante dans les milieux
de BG11 modifié (N2) et (C5).

-Le Taux de croissance spécifique été 0.24 £ 0.03 cell/jr, 0.23 + 0.03 cell/jr et 0.23 £ 0.03
cell/jr, dans les milieux de BG11 modifié (C3), (N2) et (N3), respectivement.

-Le Temps de doublement été 15.15 + 5.10 cell/jr et 14.81 £ 5.10 cell/jr dans les milieux de
BG11 modifié (N3) et (C2), respectivement.

-Le Taux de division quotidien moyen été 0.15 + 0.02 divisions/jr dans le milieu BG11
modifié (N4).

-La Chlorophylle-a été 2.693 + 0.75 mg/ml dans le milieu BG11 modifié (N2).

Les analyses statistiques réalisées par le logiciel STATISIQUA, ont bien validés nos
résultats en utilisant ANOVA multifactorielle et ANOVA univariée (test de Tukey) pour
alpha = 5%.

En se référant aux parameétres de croissance obtenus apreés six semaines d’incubation de la
spiruline dans le milieu BG11 modifié, nous avons déduis, qu’il était inutile de continuer
I’expérimentation au dela de trois semaines a cause de I’épuisement du milieu de ses
nutriments. Et malgré cela on constate que les résultats sont prometteurs, et sont en faveurs de
plusieurs milieux de BG11l modifié, qui sont: N2, N3, N4, C2, C3, C5, qui répondent
parfaitement a notre objectif, concernant 1’obtention d’un milieu BG11 modifié propice a la
croissance de la spiruline, que ¢a soit pour une culture experimentale ou industrielle.

La composition chimique de la spiruline lui confére un large potentiel d’utilisations,
(nutrition, alimentation animale, médicaments, cosmétique, énergie et agriculture), de ce fait,
la spiruline est considérée comme aliment original et intéressant pour répondre aux besoins de
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la malnutrition dans les pays en voie de développement. Or, son intérét est tout autre dans les
pays développés, ou elle est utilisée certes, pour répondre a des problémes de santé, mais dont
le niveau est bien plus exigeant, c¢’est au profit du bien étre que les industriels exploitent la
spiruline.

L’intérét de la spiruline ne se limite pas a ses seules vertus nutritionnelles, elle représente
un moyen de développement économique dans de nombreux pays de tiers monde, méme avec
des productions trés faibles issues des cultures modestes crées essentiellement par les ONG.

Une large production de la spiruline, permet la valorisation du CO: industriel, agricole et
urbain (1kg de spiruline consomme 2kg de CO: par jour), elle peut aussi servir a I’épuration
des eaux usées ou des effluents industriels par lagunage. L’utilisation de la spiruline pourra
s’¢largir vers la production des biocarburants.

Il & été prouver dans de nombreuses recherches scientifiques, que I’efficacité de la
spiruline est indiscutable concernant ses valeurs nutritionnelles, par contre, sa contribution
dans I’amélioration de la vie quotidienne de I’homme, dépendra essentiellement de la volonté
et de la conviction de ce dernier vis-a-vis I’importance et les motivations de son utilisation de
la spiruline.

Les perspectives portent sur les suggestions suivantes :

* Poursuivre la recherche dans le but d’une identification génétique de 1’espéce Arhtrospira
sp. (Spiruline).

*Améliorer les conditions de croissance de la spiruline en traitant d’autres paramétres de
croissance (intensité lumineuse, température et salinité (eau de mer)), en liaison avec
I’environnement des régions du Nord Algérien.

* Développer la production de la spiruline en Algérie pour enrichir le secteur alimentaire et
réduire son prix au profit des personnes qui souffrent de malnutrition et des maladies
incurables.

*Encourager la production artisanale de la spiruline et permettre aux citoyens de créer leurs
propres entreprises pour réduire le taux de chdémage.
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