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Resumeé

Spiruline.platensis, plus courammant appelée, est une cyanobactérie filamenteuse faisant partie
des algues bleu-vert, grace a la chlorophylle (vert) et la phycocyanine (bleu)contenue dans les
phycobilisomes .

Nos travaux ont porté tout d’abord sur la caractérisation de la souche de Spirulinealgérien
(region de bnisaf).puis, nous avons évalué plusieurs méthodes d’éxtraction pour obtenir une
bonne masse de la phycocyanine

Six méthodes d’extraction ont été testées sur la souche de Spiruline Algérienne considérées
:pareau, congélation, solvant, sonification, séparation aquese a double phase et macératuion
avec le glycérol a montré que 1’extraction par séparation aquese a double phase a donné un bon
concentraction (1.8mg/ml).

La deuxiéme partie de nos travaux a porté ainsi sur une comparaison du rendement d’extraction
de la souche de I’ouest tout en préservant d’une part, ses qualités intrinseéques, et d’autre part,
de pouvoir déduire apres, la méthode optimale en termes de rendement.

Enfin, notre étude nous a permis de comparons entre les méthodes d’extraction de
phycocyanine a partir de la Spirulineproduite dans 1’ouest de 1’Algéric en vue d’une
optimisation.

Mots clés :Spiruline, méthode d’extraction, phycocyanine, caractérisation.



ABSTRACT

Spirulina.platensis, more commonly called Spirulina, is a blue-green algae by the presence
of chlorophyll (green) and phycocyanin (blue) contained in phycobilisomes.

Our work focuced first of all one the caracterisationofSpirulinastrains Algeria ,(region of
bnisaf).then, we evaluated several methods of exraction for obtained of a good mass of
thephycocyanin

Six methods were tested on theSpirulinastrains considerd: by water, freezing, solvent,
sonification,double phase aqueous separation and maceration with glycerol showed that
the extraction by double phase aqueous separation gave a good concentration (1.8mg/ ml)

The second part of our work focused on the comparison of the extraction yield of the
westernstrain while preserving on the one hand, its intrinsic qualities, and on the other
hand, to be able to deduce afterwards, the optimal method in terms of yield

Finally, our study allowed us to compare between the methods of extraction of
phycocyanin from Spirulinaproduced in western Algeria with a view to optimization.

Key words :Spirulina, extraction method, phycocyanin, caracterisation.
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Introduction Générale

Les microalgues sont des organismes unicellulaires photosynthétiques, a la base de la chaine
alimentaire en milieu aquatique. De par leur biodiversité de leur grande faculté d’adaptation,
elles sont présentes sur I’ensemble des surfaces du globe des océans (soit % de la surface
terrestre) aux glaces arctiques, en passant par les lacs hyper-salés, les neiges éternelles, les
foréts humides et les murs de nos maisons.(Derdouridjihane et al, 2022).Spirulinaplatensus
est une micro algue bleue verte, & mi chemin entre 1’espéce végétale et I’espéce animale. Elle
appartient a la famille des cyanobactéries comestibles, et est extrémement riche en protéines
(60 & 70% de poids sec), acides gras essentiels, vitamines et divers oligo-éléments(Amed Ali
Mlaraha 2011). Les phycobiliprotéines, que l“on regroupe généralement sous le terme
phycocyanines, phycoeérythrines et allophycocyanines constituent des protéines pigmentaires
photosynthétiques présentes chez certaines algues (algues rouges et cryptophycées) et chez
toutes les cyanobactéries. Actuellement, ces pigments connaissent un regain d’intérét. Cette
tendance s’explique d’une part, par I’augmentation de la demande du consommateur pour des
produits naturels eu égard aux impératifs sanitaires, écologiques et de protection de
I’environnement et d’autre part, par I’évolution de la législation qui vise a favoriser les produits
naturels par rapport a ceux de synthese. La phycocyanine est une protéine colorée trouvee
exclusivement chez les algues bleues. Elle n’est pas synthétisable par voie chimique. Elle est
largement indiquée pour colorer en bleu certains produits alimentaires (glacés ou sucrés du
genre boissons glacés, cremes glacées, pates, gateaux et biscuits). Trois gramme de Spirulinea
plus d’activité antioxydante et antimicrobienne que cinq portions de Iégumes variés. Aussi, elle
peut étre introduite comme composant dans des crémes de soin de la peau, des masques de
beauté et des produits solaires. Elle remplace avantageusement les pigments de synthése
considérés comme suspects(Mehrez amel.2021).

L’objet de nos travaux est d’une part, d’obtenir de grandes quantités de phycocyanine extraite
de la Spirulineprovenant de la station de Bnésaf I’Ouest Algérien. Par conséquent, dans ce
travail, nous nous référons a une comparaison des rendements d’extraction des souches
occidentales afin de pouvoir en déduire des méthodes optimales en termes de rendement d’autre
part tout en conservant leurs propriétés uniques d’une autre part. Cette étude se divise en deux
parties principales: Le premier est la synthése bibliographique est divisé en trois
chapitres:Chapitre | est les Généralités sur la spiruline .

Chapitre 11 est la phycocyanine.

La deuxiéme partie (étude expérimentale) comprend deux chapitres : le premiére intitulé
matériel et méthodes et le deuxiéme chapitre est consacrée aux résultats et interpritationpuis les
caracterisation de la phycocyanine et a lafin de ce travail ,nous terminent par une conclusion.
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1.LaSpiruline :

1.1. Définition et principales caractéristiques
La Spirulineest une cyanobactérie filamenteuse, faisant partie des algues bleu-vert de type
procaryote. Reconnaissable a la caractéristique morphologique du genre, cette micro-algue a
caractére multicellulaire, se multiplie dés que la température de I'eau dépasse 30 °C. C'est un
organisme symbiotique, autotrophe, qui se nourrit uniqguement de minéraux contenus dans son
milieu aqueux (Vonshak, 2002).

Figure 01 : LaSpiruline (Jourdan,2012).

1.2. Histoire de Spiruline

Les Azteques peuple original du Mexique avaient de faibles ressources agraires, leur aliment
principal étant le mais, ce peuple a réussi de survivre pendant des siecles avant l'arrivée des
colons espagnols. Farrar en 1966 s'est interrogé sur les moyens qui ont permis a cette population
de survivre. Le poisson et les oiseaux du lac Texcoco fournissent un apport protéique pas assez
suffisant pour combler leurs besoins. Il suggéra que la source complémentaire de protéines
émanait d'une ressource qui provenait du lac, appelée Tecuitlatl(Pniagua-michel et al,1993).
De nombreux ouvrages de I'époque coloniale espagnole citaient déja une certaine substance
bleu-vert que les Aztéques utilisaient. Le tecuitlatl est une sorte de purée considéree par les
colons comme minéral, une terre, un limon, consommeée par les paysans apres avoir été séchée
et broyée. En réalité le tecuitlatl est un gateau de spirulines, extrémement riches en protéines,
appartenant a l'espéce Spirulina maxima.(Paniagua-michel et al, 1993).

Cependant, 125 ans apres la colonisation, le développement de I'agriculture et de I'élevage du
bétail a relégué le tecuitlatl au rang du souvenir. Bien que déja décrite par WittrocketNordstedt
en 1844(Fox R.D,1999), l'algue ne fut vraiment redécouverte que quelques 450 ans apres par
lebotaniste belge J. Léonard lors d'une expédition belgo-francaise basée au Tchad (1964 -
1965).Ce dernier a en effet constaté que les Kanembous du sud Kanem écumaient la surface
des maresaux environs du lac Tchad, mares riches en carbonates de sodium, a la recherche de
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la fameusealgue abondante sur ce lac et récoltée sous forme d'une purée bleu-verte. Cette purée
était ensuiteutilisée dans la préparation de gateaux vendus dans la région et appelé « dihex»(
Girardin-Andéani,2005). Unphycologiste francais Dangeard (1947) avait examineé ces
gateaux des 1940 et avait constatéqu'ils étaient faits d'une algue bleue comestible. Compere
constata, en étudiant des échantillonsqu'avait ramené Léonard de son expédition, qu'en effet les
gateaux contenaient essentiellementl'algue bleue Spirulinaplatensis. Les chercheurs belges
démontreront qu'ils sont extrémementriches en protéines (Leonard,1967).

Peu apres, I'Institut Francais du pétrole rendirent compte de leurs travaux sur la Spiruline. Ces
chercheurs ont isolé des souches de Spirulines, ils les ont purifiées, puis cultivées et en fin
analysées. L'analyse a prouvé que les spirulines, qui en constituent la masse essentielle du «
dihé », ont un contenu fabuleux : 50 a 60 % de protéines de bonne qualité alimentaire, 6 % de
graisses et 15 & 20 % de sucres, ajouté a cela une multitude de vitamine et une série d'autres
molécules rares, fort utiles a une nutrition saine et compléte. La valeur alimentaire des
Spirulinesa été clairement établie dés 1976 .

1.3. Morphologie :

La Spirulineest une micro-algue uni ou multicellulaire et filamentaire. C'est uneBactérie
grace a sa structure procaryote qui posséde une membrane pluristratifiée de 4couches. Son
nom derive de la configuration physique spiralée et hélicoidale de ses filaments,en latin
"Spira" signifie enroulement (Manet, 2016). Ce filament est appelé "trichome " a
unelongueur variable (généralement de 50 a 500 pum) et un diamétre proche de 3 & 12um,
mais lesdimensions des cellules, le degré d'enroulement et la longueur des filaments varient
selon lesespéces(Habib et al. 2008).

On distingue plusieurs morphologies “spiralées”, "ondulées" et "droites" figure
(01)(Tsarahevitra, 2005), cette particularité est en relation directe avec les
conditionsEcologiques rencontrées dans leur habitat. (Charpy et al., 2008)

C

Figure 02 : Différentes formes prises par la Spiruline. (A) spiralée, (B) ondulée, (C)
droite (Charpy et al. 2008)

1.4. Taxonomie :




La Spirulineétait a 1’origine considérée comme une algue. Cependant, en 1960 uneClaire
distinction entre procaryote et eucaryote a ¢été¢ définie, basée sur la différence d’organisation
cellulaire : les procaryotes regroupent les organismes dépourvus deCompartiment cellulaire,
tandis que les nucléoles et des mitochondries (Durand, 1999).

En 1992, (Scanier and vassiel, 1962 ;Stanier, 1974) constataient que cette algue bleu-vertétait
dépourvue de compartiment cellulaire, et donc faisait partie des procaryotes ; ilsproposaient de
désigner ce microorganisme ‘cyanobactérie’. Cette nouvelle désignation estfinalement acceptée
et figurée pour la premiere fois au ‘BergyManual of DéterminativeBactériologie en 1974
(Stanier, 1974 ;Durand, 1993).

La Spirulineest une cyanobactérie. Elle appartient donc au domaine des bactéries(Bacteria) et
se classe parmi les bactéries gram négatives. Les cyanobactéries formentl’essentiel des
bactéries capables de photosynthétiser avec production d’oxygeéne etpeuvent étre unicellulaires
ou pluricellulaires.

La Spirulineappartient a I’ordre des Nostocales (Oscillatoriales), la famille
desOscillatoriaceae, le genre Oscillatoria et le sous genre Spirulina ou Arthrospira(Charpy
etal. 2008).Avant de développer 1’état actuel des connaissances scientifiques sur la Spiruline,
ilConvient de préciser une terminologie confuse (tableau 1).

Tableau 01 : les diverses appellations de la Spiruline(Andréani, 2005)

Les appellations de la Spiruline Définitions
Spiruline Nom commercial d’une cyanobactérie
appartenant toujours au genre Arthrospira

Spirulina Nom commercial anglais de la méme
Cyanobactérie

Spirulina Nom scientifique et taxonomique d’une
autre cyanobacteérie fort éloignée des
Arthrospira. Aucune a ce jour n’a été
étudiée sous I’angle de I’alimentation
humaine. Et aucune n’est commercialisée

acette fin.

Arthrospira est le nom scientifique et taxonomique
d’un groupe de cyanobactéries
auxquellesappartient notre

Spirulinealimentaire.

Tableau 02 : classification de Spiruline
On la classe donc selon Fox (1999a) dans :

N



Régne Monera
Groupe ou sous regne Procaryotes
Embranchement Cyanophyta
Ordre Nostocales (Oscillatoriales)
Famille Oscillatoriaceae
Genre Oscillatoria
Sous genre Spirulina
Arthrospira

Les Nostocalessont des cyanophycées filamenteuses unisériées, ramifiées (faussesRamification
simples ou géminées) ou non ramifiées. Elles se multiplient le plus souvent Parhormogonies
pluricellulaires et parfois par akinetes.

Les Oscillatoriaceae se caractérisent par : des trichomes cylindriques, unisériées, Simples, qui
sont atténués parfois a I’apex par une courbure ou par la présence d’une Coiffe, mais jamais en
poils articulés. Les trichomes sont nus ou pourvus d’une gaine.Les trichomes sont libres,
solitaire et dépourvus de gaine. Ils sont droits ou flexueux et Parfoistordus en une hélice
réguliére.(Charpy et al, 2008).

On peut considérer Spirulinacomme sous genre d’Oscillatoria, car elle differe Seulement par
I’enroulement hélicoidal du trichome. Chez Spirulina, les trichomes sont Réguliérement
enroulés en hélice plus ou moins serrée et leurs cloisons sont plus ou moins visibles.

Le trichome est de grande taille et les cloisons sont bien marquées. Cette micro algue change
de forme en fonction des caractéristiques physiques et Chimiques du milieu dans lequel on la
trouve. Mais on remarque que dans un méme milieu On trouve des variétés des formes (figure
2). C’est peut-étre la 1origine de la confusion Entre les termes Spirulinaet
Arthrospira(Fox,1999a).

1.5. Reproduction :
La spiruline se développe de 25% chaque jour, sa quantité doublant en 4 jours. Sa reproduction

est végétative (asexuée) et s’effectue par scission simple, fission binaire ou multiple, par
bourgeonnement ou fragmentation au hasard.
Les 3 étapes fondamentales de son cycle de vie sont :
e la fragmentation des trichomes
e puis les cellules s’élargissent, le trichome mature, et se divise en filaments par fission
binaire, ces filaments prenant une forme hélicoidale(Lounici, 2010).
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Figure 03 : cycle biologique de la Spirulineselon balloni et al. 1980 in ravelo, 2001.

2. la culture de la Spiruline

2.1. Conditions physiques et chimiques de croissance
Pour se développer, la Spiruline a besoin d’¢éléments minéraux simples tels 1’cau,les sels

minéraux, le CO2 et 1’02 qu’elle puise directement dans son milieu tout en Utilisant la lumicre
solaire comme source d’énergie grace a son systéme pigmentaire.Ce mode de synthése de
biomasse est la photo autotrophie.

La Spiruline croit dans des milieux naturels caracterisés par des eaux saumatres, Chaudes,
alcalines (8< pH <11,5) et natronées (fortement concentrées en carbonates etbicarbonates) de
la zone intertropicale. En regle générale les phosphates, les Carbonates, les nitrates et le fer,
sont les éléments limitant de la productionphytoplanctonique dans les milieux aquatiques. Dans
les gisements naturels, ces éléments sont apportés par les bassins versants.LaSpiruline se
développe dans des eaux chaudes (28 a 40°C) et bénéficiantd une intensité lumineuse élevée.
Le vent joue un réle important en créant une agitationqui favorise une dispersion homogene de
la Spiruline dans le milieu, et donc sonexposition a la lumiére.

En milieu naturel, lorsque les conditions sont optimales, les Spirulines peuvent se Développer
en grande quantité et entrent alors en compétition avec d’autres Organismes.Lors des
efflorescences, la consommation des carbonates et bicarbonates entraine uneaugmentation du
pH limitant ainsi la croissance des autres microorganismes.

3. Etablissement Et Installation D’une Ferme De Culture :

3.1. Choix du terrain
Pour mettre en place une ferme de culture de Spiruline et en assurer le suivi, il fautavoir fait le
bon choix du site et des matériaux de construction. Il faut respecter quelques regles pas toujours
évidentes : pas sous des arbres, ni en unlieu inondable, ni prés d'une route ou d'une industrie




(pollution). A I'abri des curieux,souvent ignorants et pas toujours bien intentionnés. Un terrain
plat facilitera le travail, de méme que la proximité de I'eau, etc.

3.2. Influence du climat

Les deux parametres fondamentaux qui contribuent a constituer le climat sontlestempératures
et la pluviométrie. Il ne faut pas pour autant négliger les vents dominants qui peuvent avoir des
conséquences importantes sur I'évaporation d'unbassin de culture, sur la température de I'eau
ou la "pollution” de ce bassin par tous lesdébris et les poussiéres qu'il peut entrainer.

De méme certains éléments comme les haies, la présence de barres rocheuses, deForéts, etc.
peuvent entrainer des conséquences importantes sur le microclimat,Conséquences qu'il sera bon
d'évaluer avant I'implantation d'un bassin.

a)Température

La température du milieu de culture doit donc se situer entre 25 a 30°C. Latempérature idéale
pour la culture est de 37°C. Plus la "saison" est longue, plus lapériode de récolte est longue. Les
climats continentaux ou d'altitude sont désavantagés.

Dans un climat trop froid, on peut compenser artificiellement comme pour tous lesVégétaux.
La construction de bassins sous serre peut étre d'autant plus intéressante que cet abri constitue
non seulement une protection contre le froid, I'évaporation, lesinsectes et les poussiéres mais
aussi contre les pluies diluviennes, comme les orages,qui peuvent faire déborder les bassins et
donc provoquer une perte, ou au moins unedilution du milieu de culture.

b) Pluviométrie
La conduite de bassins de culture nécessite un minimum de ressources en eau. LesEaux de pluie
sont intéressantes car propres et neutres (pas de minéraux en solution).
Sous les climats a faible pluviométrie, ou a saison seche longue, il peut étre nécessairede prévoir
une citerne pour stocker de I'eau de pluie et compenser ainsi I'évaporationdes bassins. La
encore, il faut un "juste milieu". Les excés de précipitations devront étreprévus en construisant
des bassins plus profonds ou en les protégeant. Le manqued'eau est évidemment rédhibitoire.
La carence en eau de pluie peut &tre compensée parl'utilisation d'eaux de provenances diverses,
et plus ou moins "chargées"” (riviere oufleuve, nappe phréatique, eaux usées...). Il faudra alors
tenir compte de la qualité del'eau dans la mise au point, puis I'entretien du milieu de culture.
La présence d'une couverture translucide au-dessus des bassins pour éviter uneDilution du
milieu de culture est une bonne solution dans les régionsa fortesPrécipitations.

c) Saisonnalité
Dans les régions tempérées, I'hiver est généralement trop froid pour cultiver la Spiruline,sauf
avec chauffage et éclairage artificiels trop colteux. Méme dans des régionschaudes un arrét
annuel peut étre rendu nécessaire par I'importance des pluies ou de lasécheresse ou par les vents
de sable a certaine saison.La culture de Spiruline sera donc souvent saisonniére.Durant la
mauvaise saison, une "souche” de Spiruline devra impérativement étreconservée dans son
milieu de culture. Les contenants (bocaux, bonbonnes, bassines)devront laisser passer la
lumiére et étre stockés dans un lieu clair mais a I'ombre, ouétre sous éclairage électrique. Méme




si les cultures de Spiruline survivent a destempératures inférieures a 10°C, voire a de breves
gelées, il est prudent de ne pas lesstocker au-dessous de 18°C pendant de longues périodes, car
les risques decontamination augmentent.
Le fait que la spiruline prospére en milieu trés alcalin présente deux avantages majeurs :
e Meilleure absorption du gaz carbonique de l'air
e Protection contre les contaminations.
Toutefois, il ne faut pas croire que seule la spiruline peut croitre dans son milieu de
Culture : d'autres algues, des microorganismes et des animaux peuvent y vivre, d'ou
Nécessité de surveiller les cultures du point de vue contaminants, surtout aux
Changements de saisons.(Amed Ali,2011).

4. Composition biochimique

Il existe de fortes variations dans le milieu de culture et le mode de conditionnement concernant
la Spirulinetel que I’existence de différentes souches de Spiruline, I’origine géographique et les
élements chimiques entrant dans la composition du milieu de culture (Falquet et Hunri, 2006
; Charpy et al. 2008). Par rapport a son poids sec, la Spiruline disposerait d’un taux d’environ
65 a70% de protéines, 15 a 25% de glucides et 6 a 8% de lipides ainsi que des vitamines, des
minéraux (principalement des oligoéléments) et des pigments (chlorophylle, caroténoides et
phycobiliprotéines) (Falquet, 1996 ; Cheong et al., 2010).

M protéin

B glucid

M lipide

E minéraux et oligo-

élément
M fibre

H eau

Figure 04 :composition biochimique et valeurs nutritifs de la Spiruline

1) Protéines

L'analyse des propriétés nutritionnelles de la cyanobactérie a d'abord révélé une teneur
particuliere en protéines. Elle peut osciller entre 50% et 70% du poids sec. Un aspect qualitatif
de la Spiruline montre que les protéines sont complétes car tous les acides aminés necessaires
s’y trouvent(Gutierrez-Salmeénet al,2015), représentent 47% du poids Total des protéines.
Les acides aminés soufrés, la méthionine et la cystéine, ainsi que la lysine, sont certes plus
faiblement représentés Sa richesse nutritionnelle est due a ces protéines quasiment bio-
assimilables a 100 % dont le corps peut presque toutes les utiliser.




La paroi composée de muréine confére a la Spiruline une trés haute digestibilité, entre 75 et
90% (Chapry et al, Falquet et Hurni,2006).Excepté ces protéines, la Spiruline contient une
quantité exceptionnelle de phycobiliprotéines, des pigments colorés intervenant dans la
photosynthese, classées en trois groupes : la phycoérythrine, l'allophycocyanine et la
phycocyanine . Les principales fonctions des acides aminés de la Spiruline et leur teneur
moyenne sont résumees dans le tableau ci-dessous :

Tableau 03 : Teneur moyenne et principales fonctions des minéraux et des oligoéléments
de la Spiruline(Vidalo,2008 ;Vasson,2015 ;Manet et al,2016 ).

Acides Aminés Teneur moyenne Principales fonctions
(AA) dans 10g de

spiruline

AA essentiels

Isoleucine 350 mg (50% des -Indispensable dans le processus de croissance

AJR)
Leucine 540 mg (49% des -Stimule les fonctions cérébrales

AJR)
Lysine 290 mg (36% des -Production d’Anti corps, d’enzymes, d’hormones

AJR)
Méthionine 140 mg (23% des -Antioxydant puissant

AJR)
Phénylalanine | 280 mg (140% des -Indispensable a la thyroide

AJR)
Thréonine 320 mg (64% des -Améliore la fonction digestive et intestinale

AJR)
Tryptophane 100 mg (48% des -Contribue a la synthese de serotonine

AJR)
Valine 400 mg (44% des -Stimule les capacités mentales et physiques

AJR)
AA non essentiels
Alanine 470 mg -Participe au métabolisme du glucose
Arginine 430 mg -Participe a la sécrétion de I’hormone de croissance
Acide 610 mg -Participe a la synthese de plusieurs acides aminés
aspartique
Cystine 60 mg -Indispensable pour I’utilisation de la

vitamine B6
Acide 910 mg -Indispensable dans le métabolisme azoté
glutamique
Glycine 320 mg -Intervient dans la production de I’ADN et ’ARN
Histidine 100 mg -Indispensable dans le processus de croissance
Proline 270 mg -Indispensable dans la production de collagene
Tyrosine 300 mg -Précurseurs de la dopamine, production thyroxine
Sérine 320 mg -Indispensable a la formation des membranes des
cellules,

*AA : Acides Aminés, AJR : Apports Journaliers Recommandés.

2) Lipides




Il convient de rappeler que les lipides fait partie de 6% a 8% du poids sec de la Spiruline mais
peuvent atteindre jusqu’a 11%. D’un point de vue qualitatif et quantitatif, cette divergence

provient essentiellement de la méthode d’extraction et I’heure de la récolte de la Spiruline
(Babadzhanov et al,2004).

Son exceptionnelle teneur en lipides totaux constitue un équilibre stable en acides gras saturés
et acides gras polyinsaturés. Parmi ces acides gras, ils figurent deux fractions qui se subdivisent
en fraction saponifiable (83%) et fraction insaponifiable (17%) (Goulambasse, 2018).

2).1.Fraction saponifiable

Cette proportion d’acide gras représente 4,9 a 5,7% de la matiere seche de Ia
Spiruline(Fox,1999). Elle est principalement composée de monogalactosyl-diacylglycérol
(MGDG) (12%), de digalactosyldiacylglycérol (DGDG) (8%), de
sulfoquinovosyldiacylglycérol (SQDG) (5%) et de phosphatidylglycérol (26%)(Xue et
al,2008). A noter que les triglycérides, la phosphatidylcholine, la phosphatidyléthanolamine et
le phosphatidylinositol sont présents qu’en trés faible taux .

La composition de la Spiruline se caractérise par la présence d’une forte concentration
combinée en acide alpha-linoléique (oméga 3) et I’acide linoléique (oméga 6). Ces substances
essentielles jouent un réle primordial dans le maintien du systéme nerveux, cardiovasculaire,
immunitaire et les réactions allergiques (Vidé, 2015).

L’acide gamma-linoléique (AGL, oméga-6) constitue environ 20% des acides gras totaux. Cet
acide gras est intéressant comme précurseur des prostaglandines, des thromboxanes, des
leucotrienes et médiateurs des réactions inflammatoires et immunitaires. Ces caractéristiques
remarquables font en sorte que la Spiruline soit considérée comme la source idéale des omégas
3, oméga 6 et plus précisément 1’acide gamma-linoléique (Gutiérrez-Salmean et al.
2015)(Tableau3).

Tableau 04 : Composition en acides gras de la spiruline(Vidé, 2015).

Composition % AJR pour 10g de spiruline
Acide palmitique (C16 : 0) 25,8
Acide palmitoléique (C16 : 1) 3,8
Acide stéarique (C18 : 0) 1,7
Acide oléique (C18: 1) 16,6
Acide linoléique (C18 :2) 40,1
Acide gamma-linoléique (C18:3) 40,1

2).2. Eraction insaponifiable

Les lipides insaponifiables représentent 1,1 a 1,3 % de la matiére seche de la Spiruline. lls
regroupent des stérols, des terpénes et des hydrocarbures saturés (paraffines). La présence de
certains stérols peut expliquer en partie I'activité antimicrobienne de cette cyanobactérie. La




propriété odoriférante de la micro algue est due aux terpénes. Quant aux paraffines, elles sont
apportees par une source d’alimentation (Fox, 1999).

3). Glucides
Les glucides constituent 15% a 25% de la matiere seche de Spirulinaplatensis. Appelés aussi
hydrates de carbone, ils composent la paroi cellulaire des Spirulines en s’associant a celles des
bactéries gram négatif. Les polymeéres essentiels retrouvés au sein de la spiruline sont la
glucosamine, le rhamnose et le glycogene. Ces derniers sont facilement absorbables au sein de
I’organisme (Babadzhanov, 2004).

La Spirulineest composée de polysaccharides complexes sulfatés et spécifiques qui
possedent des propriétés antivirales et anticoagulantes (Furmaniak et al. 2017). On
cite :

e La Spirulinecalcique(Ca-Sp) : un polysaccharide composé de rhamnose,
fructose et en quantité moindre de ribose, mannose, glucose, xylose, soufre
et calcium. Il a un effet antiviral contre le virus de I’herpes de type 1, la
rougeole, oreillons, grippe et VIH (Lee et al. 2001 ; Yamamoto et al.
2003).

e La Spirulinesodique(Na-Sp) : présente un effet antithrombine sur le systeme
de coagulation sanguine fibrinolytique par [l'activation du facteur 2 de
I’héparine (Yamamoto et al. 2003).

Une substance glucidique appartenant aux cyclitols, le méso-inositol phosphate est qualifié
d’une source excellente de phosphore (Falquet et Hunri, 2006).

L’Immulina est un extrait commercial de Spiruline. C’est un polysaccharide de haut poids
moléculaire qui a été étudié pour ses propriétés immunomodulatrices et antimicrobiennes.
Cependant les glucides simples comme le glucose, le fructose, et le saccharose, en ajoutant les
polyols comme le glycérol, le mannitol et le sorbitol, ne sont présents qu’en tres faibles
quantités. C’est pour cette raison la Spiruline est peu calorique (Ahounou, 2018).

4)NucléiquesAcides
Les acides nucléiques présents dans la Spiruline sont ADN (30%) et I’ARN (70%). Une source
alimentaire riche en acides nucléiques induit la dégradation biochimique des purines pour
produire 1’acide urique (Charpy et al. 2008).

5)Vitamines

Spirulinaplatensisest riche en deux types de vitamines selon leurs propriétés de solubilité. Elle
contient 4 vitamines liposolubles (A, D, E, K) et 9 hydrosolubles (B1, B2, B3, B5, B6, B12, C).
Ce sont des substances nutritives vitales et sans valeur énergétique décrites dans la prévention
contre des maladies telles que les pathologies osseuses, maladies cardio-vasculaires, le cancer
et les malformations feetales(Manet, 2016).

Les AJR en provitamine A sont d’environ 15 a 24 milligrammes par jour : un apport quotidien
de cing grammes de Spirulinerépond a plus 1000% de I’AJR. Un apport quotidien de cinq




grammes de Spirulinerépond a plus 300% de I’AJR équivalent a 0,2 milligrammes par jour

(Manet, 2016).

Tableau 05 : Teneur moyenne dans 10g de Spiruline et les principales fonctions
desvitamines hydrosolubles (Manet, 2016).

Vitamines
hydrosolubles

B1 (thiamine)

B2
(riboflavine)

B3 (niacine,
PP)

B5
(panthoténate)
B6
(pyridoxine)
B8 (biotine)

B9 (acide
folique)

B12
(cobalamine)

*

5).1.Vitamines hydrosolubles

Teneur
moyenne dans
10gde spiruline
0,35 mg (30%
des AJR)

0,35 mg (21%
des AJR)

1,46 mg (9% des
AJR)

0,5-10mg (10%
des AJR)

0,08 mg (5% des
AJR)

0,5 pg (0.5% des
AJR)

0,01 mg (2.5 %
des AJR)

0,015-0,032
(1000% des
AJR)

Principales fonctions

-Transmission d’influx nerveux

-Assimilation des glucides

-Production d'énergie par le métabolisme des glucides et
lipides.

-Croissance des tissus (peau et mugueuses)

-Vision

-Production d’énergie

-Transmission de I’influx nerveux

-Croissance des tissus (peau, cheveux, mugueuses)
-Favorise la production d’énergie

-Synthése des neurotransmetteurs

-Métabolisme des protéines

-Métabolisme : protéines, lipides, glucides -Synthése des
vitamines B9 et B12

-Renouvellement de toutes les cellules

-Synthése des neuromédiateurs

-Indispensable a la synthese des globules rouges et
oxygénation cellulaire

-Formation des GR (anti anemique)

-Renouvellement cellulaire

La plupart des vitamines hydrosolubles et spécialement les vitamines du groupe B sont
transformées en co-enzymes et parfois en cofacteurs intervenant dans la synthése des hormones
et des enzymes, la production de 1’énergie et la transmission d’influx nerveux.

Il faut souligner la biodisponibilité réelle d’un complexe en vitamine B12 sous forme active
dans la Spiruline(Falquet et Hunri, 2006). En industrie pharmaceutique, les cyanobactéries
utilisées en compléments alimentaires sont basées d’un analogue de BI2 qui est
inactive(Watanabe, 2007).

6). Minéraux et oligoéléments

La Spirulinecontient tous les minéraux essentiels environ 7% du poids sec. Une variation
quantitative remarquable réside entre les oligoelements et les éléments minéraux ; ceci conclue




la haute disponibilité des minéraux vis-a-vis des oligoéléments qui sont présents a 1’état trace
(Manet, 2016).
Les macronutriments et micronutriments résidants dans Spirulinaplatensissont respectivement :
e Les sels minéraux : le sodium, le potassium, le calcium, le magnésium, le
phosphore et le souffre.
e Les oligoélements : le fer, le zinc, le chrome, le mangan :ése, le sélénium, le
cobalt et le bore (Manet, 2016).
Les minéraux et les oligoéléments présents dans la Spirulinesont regroupés dans le tableau ci-

dessous :

Tableau 06 : Teneur moyenne et principales fonctions des minéraux et des oligoéléments
de la Spiruline(Manet, 2016).

Oligoéléments | Teneur moyenne dans 10g de Principales fonctions
Spiruline
Fer 7-18 mg (50 a 100% des AJR) | -Fabrication et fonctionnement de
I'hnémoglobine
-Constitution de myoglobine
Sélénium 0,1-2.55 mg (20-100% des -Cofacteur des enzymes anti
AJR) oxydantes -Stimulant de I'immunité
Cuivre 0,1mg (5% des AJR) -Cofacteur de nombreuses enzymes
-Anti-inflammatoire, antioxydant
Manganése 0,4 mg (12% des AJR) -Formations des os et des enzymes
-Métabolisme protéines, lipides,
glucides
-Stabilise taux de glucose sanguin
Chrome 0,03-0,25 mg (16% des AJR) -Métabolisme glucides, lipides,
acides
Zinc 0,4 mg (4% des AJR) -Activation de plus de 200 enzymes

Potassium 100-200 mg (5-10% des AJR) | -Perméabilité des membranes
- Régulation du rythme cardiaque

Sodium 0.09 mg -Régulation pression osmotique
-Maintien de 1’équilibre
hydroélectrolytique et de la masse
hydrique

Magnésium 25-50 mg (9 a 25% des AJR) -Masse minérale du squelette osseux
-Métabolisme glucidique et lipidique
(muscle, coeur, axe nerveux)

Calcium 130 mg (10% des AJR) -Edification et renouvellement du
squelette
-Rythme cardiaque, systeme nerveux
Phosphore 67 mg (8 % des AJR) -Masse minérale du squelette osseux
7). Enzymes

De nombreuses enzymes entrent dans la composition de la Spiruline, il s’agit de
lasuperoxydedismutase (SOD) qui est parfaitement assimilable par la Spiruline dépourvue de
paroi cellulosique. Elle représente une arme majeure contre le vieillissement et les lésions

R



cellulaires comme elle est caractérisée par un pouvoir potentiel antioxydant dans la libération
des anions superoxydes(Proy, 2019).

8). Pigments
Spirulinaplatensisest munie d’un systéme énergétique photosynthétique qui nécessite des
pigments étroitement liés a I’intensité lumineuse regue. Ainsi, la cyanobactérie fut nommée <<
aliment solaire naturel >> (Vidé, 2015).
Quatre pigments protéiques accessoires se révelent d’une maniere particuliére et abondante
dans la composition de la Spiruline.

9). Les caroténoides
Les caroténoides, précurseurs de la vitamine A, sont un groupe de pigments non azotés
naturellement colorésqui varient d’un jeune clair et fonce vers le rouge (Vidalo, 2008). Cette
famille comprend deux subdivisions principales :

e Lescaroténes : les carotenes (alpha et béta), suivi par le lycopene et le phytoéne qui ne

contiennent pas d’atomes d’oxygene mais uniquement des atomes d’hydrogéne.

e Les xanthophylles : comme la lutéine, la zeaxanthine ou I’astaxanthine et la
Capsanthine. Celle-ci sont pourvu d’atomes d’oxygene (Nutrixeal, 2020).
Elle retient les plus grands intéréts biologiques relatifs a 1’activité antioxydante. Une étude
clinique a permis de démontrer que la Spiruline est une source nutritionnelle privilégiée de
caroténoides identique a une alimentation avec légumes a feuilles et de carottes. De plus, elle
participe a la stimulation du systéeme immunitaire, le ralentissement du vieillissement et la
protection contre les UV (Le Guehennec, 2009).

10). La chlorophylle
Dans tous les organismes photoautotrophes, la chlorophylle est un pigment photosynthétique
connu pour sa couleur verte. Elle représente 1% de la matiére seche de la Spiruline(Proy, 2019).
Parmi les bienfaits qui lui sont attribués, on cite :
e Renforcement du systéme circulatoire ;
e Régulation du transit intestinal ;
e Stimulation de la production d’hémoglobine et les globules rouges chez les personnes
anémiques (Laurent, 2019).
La classification de la chlorophylle dépend de la chaine latérale du groupement X et du noyau chlorine.
On retrouve cing types de chlorophylle : chlorophylle a, chlorophylle b, chlorophylle ¢ et chlorophylle
d. La Spirulineclassée parmi les cyanobactéries renferme essentiellement la chlorophylle du type a
(Société Chimique de France, 2018).
La structure molécule de la Spirulineest trés proche a celle de I’hémoglobine puisqu’elle est
aussi constituée du noyau pyrrole. Il existe une seule différence au niveau d’un seul atome ; il
s’agit du magnésium pour la chlorophylle et le fer pour I’hémoglobine. Le magnésium capté
par la chlorophylle permet de maintenir 1’équilibre acido-basique de notre organisme (Le
Guehennec, 2009).
Une consommation quotidienne de 5 grammes de Spirulineregorge une abondance de 40
milligrammes de chlorophylle (Laurent, 2019).




Figure05 : La culture d’une souche mérede la Spiruline

(ARTTHROSPIRA PLATENSIS PARACAS) Région De Béni Saf(cliché par Seklalatika

et Ben aissa souad,14 mai 2023).

5.Application de la Spiruline

En1999, Borowitzka,M.A avait montré la possibilité de faire pousser I’algue dans 1’espace sous
microgravité avec des fibres optiques. Cette fraction magique a été également utilisée dans le




traitement des effluents industriels et comme source d’énergie durable et de biocarburant (HO
M.W, 2006).

5.1.Domaine Agro alimentaire

L’industrie agroalimentaire, utilise les Spirulines pour I'alimentation animale et la
fabrication d'aliments diététiques destinés aux régimes hyperprotéiques : la spiruline
fait 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 (Harrigan,G.G et al 2002.). Beaucoup de ces produits
naturels ont des activités antibiotiques, algicide, antiviral et fongicide ( Mundt,S et al 2001) .

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. Ainsi,
Watanuki et al., 2006 ont mis en évidence I’effet immunostimulant de Spirulinaplatensis chez
la carpe Cyprinuscarpio.

La Spiruline est utilisée pour ses pigments :
e En aquariophilie pour accentuer la coloration des poissons d’ornement ;
e Enaquaculture pour améliorer la pigmentation des crevettes et des poissons ;
e En agroalimentaire pour rendre les ceufs et la chair de poulet plus attrayants au
consommateur par les caroténoides qu’elle contient.

5.1.1. Adjuvants de régime amaigrissant

La Spiruline, grace a son apport naturel et equilibré en vitamines, mineraux 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. (Algosophette.com
2010).

Ainsi , 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 testée (Algosophette.com 2010) .

Par ailleurs, la prise de 5 & 10 g de Spiruline20 a 30 minutes avant les repas, entraine un
sentiment de satiété lequel facilite le suivi d’un régime hypocalorique. Ce phénomene est 1ié 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. (Ballinger,A .B 1994)

5.1.2. Utilisation de la Spiruline pour usage animal

La Spiruline est utilisée dans les domaines d’élevage : comme un complément alimentaire pour
les animaux (favoriser la croissance et la fertilité et pour augmenter la pigmentation des




animaux), Elle est vendue comme additif a la nutrition des taureaux , elle donne une robe plus
brillanrte chez les cherchez leznxux et exerce une action énergissante. . (HenriksonR , 2000)

Des études sur les poissons d’aquarium tels le Xiphophorushelleri et la crevette
Feneropenaeuschinensus. Kim, C, G et al, 2006 ont montré les effets bénéfiques de
Spirulina.platentensis Ainsi I’influence bénéfiqucoomme e sur la croisssaance 1’incorporation
de spirruline dans les poulets de chair a été étudié par Razafindrajaona, 2008.

En acquaculture, la Spiruline est ajoutée aux granulés dans la nourriture des poissons d’élévage
plus souvent soumis a des infections virales. Watuniki et al , 2006 ont mis e,n évidence 1’effet
immunostimulant de Spirulina.platensis chez la carpe Cyprinuscarpio.

Chez les chiens et les chats, la spiruline permet d’améliorer 1’état de la peau etdes poils et
d’éviter les carences en calcim. (HenriksonR , 2000) La dose dépend du poids de I’animal .
Elle prévient les infections respiratoires chez les lapins.(Henrikson R , 2000). Surmonte la
fatigue physique et les états de stress en période de mue chez les oiseaux et favorise un plumage
doux et solide.

Actuellement, ces pigments connaissent un regain d'intérét. 1l existe en effet a I'heure actuelle
une forte tendance de substituer les composants synthétiques par des produits naturels. Cette
tendance s'explique d'une part, par l'augmentation de la demande du consommateur pour des
produits naturels pour des impératifs sanitaires, écologiques et de protection de I'environnement
et d'autre part, par I'évolution de la législation qui vise a favoriser les produits naturels par
rapport a ceux de synthese. Cet état de fait explique I'accroissement considérable de la demande
du marché en colorant naturels(Boldirev,2005).

Plusieurs colorants naturels disponibles sur le marché font apparaitre un manque considérable
de colorants bleus. Les seuls indiqués sont la Chamazuléne (extraite des fleurs de la camomille)
et I'Indigo (issu de la fermentation des feuilles de I'indigotier).

La disponibilité de ces deux colorants reste cependant en deca des besoins du marché, en raison
des faibles rendements d'extraction qui ne dépassent pas pour les deux cas 0,1 % du poids sec.
Parmi les phycobiliprotéines, la phycocyanine détient un monopole de fait en raison de sa
couleur bleue unique.

5.2. Domaine de I’industrie cosmétique

On entend par produit cosmétique toute substance ou préparation destinée a étre mise en contact
avec les diverses parties superficielles du corps humain, notamment 1’épiderme, les systémes
pileux et capillaire, les ongles, les lévres et les organes génitaux externes, ou avec les dents et
les muqueuses buccales, en vue, de les nettoyer, de les parfumer, d’en modifier 1’aspect, de les
protéger, de les maintenir en bon état ou de corriger les odeurs corporelles ( Fabius, 1998).

La Spiruline, en cosmétique applicable, constitue un véritable allié pour la beauté, utilisée pour
la vérité de couleurs qu’elle peut donner lors de son mélange avec d’autres composées. Depuis




de nombreuses années, elle rentre ainsi dans la composition de rouges a levres et de crayons
pour souligner les yeux, les cheveux retrouvent vigueur et brillance, tandis que les ongles
fortifiés cassent moins facilement (Anonyme, 2012).

La fabrication des pommades, des masques, des savons, des gel-douches et des cremes a bas de
Spiruline donnent a la peau toutes ces vertus grace a sa richesse en éléments nutritifs
essentiellement la phycocyanine, qui est le seul pigment bleu naturel qui ne soit ni cancérigene
ni toxique. On attribue a cela une activité anti-inflammatoire, hepatoprotectrice et détoxifiante
, protectrice contre les radiations, une action activatrice sur le systtme immunitaire provoquant
une augmentation de la réponse de 1’organisme, une action anti-radicalaire et une activé anti-
oxydante exceptionnelle (Dupire, 2010).

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. (Spolaore, P et al 2006) .

La phycocyanine extraite de la Spiruline est aussi utilisée dans le domaine de la cosmétologie,
elle rentre ainsi dans la composition de rouges a levres et de crayons pour souligner les yeux.
(Henrikson,R2000) ainsi, en utilisant de la Spirulineen 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 . (Merceron, M, 2006)

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 sébum, réduit la principale cause de chute des cheveux .

5.3. Domaine de la santé

La spiruline renferme une teneur élevée en acide qui exerce une action thérapeutique importante
sur le derme : atténuation de certains phénomenes inflammatoires (notamment apres 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 1’industrie cosmétique.

La spiruline, grace a son apport naturel et équilibré en vitamines, minéraux et oligo- éléments,
peut donc étre considéréee comme une véritable alliée pour les personnes qui veulent entamer
un régime. De plus, par son effet détoxifiant, elle aide a éliminer les toxines.  (Merceron, M
, 2006)

Apres quelques jours d’utilisation, 1’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 €mane de nombreux
témoignages de femmes (et d’hommes aussi) qui I’ont testée (Merceron, M, 2006) .




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 phénomene 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 phenyléthylamine, laquelle déclenche la sécrétion
d’une hormone (la cholécystokinine) qui donne au cerveau un signal de satiété ; ¢’est en quelque
sorte un coupe-faim naturel et sans danger. (Ballinger,A .B 1994) .

La Spirulinedite potion magique a révolutionnée tous les domaines que ce soit médical par ses
propriétés thérapeutique potentielle, en se basant sur la composition de cette micro-algue et les
études sur les activités de ses composantes, depuis peu, certains chercheurs étudient les effets
de la Spiruline qui semble étre un excellent antiviral. Un anti herpes, un anti bactéries, un anti-
inflammatoire et lutte aussi contre le HIV-1 (Charaf et al. 2010). Elle baisse le taux de
cholesterol et des lipides sanguins. Son effet hypo-glycémiant a été prouvé (Ray et al, 2007)
ainsi que son effet contre I’hypertension artérielle (Mani., 2000).

Cette portion magique stimule le systeme immunitaire elle aurait une activité anti-tumorale et
peut induire & un mécanisme d’apoptose des cellules cancéreuses donc prévient et régresse
’activité cancéreuse (Rasool, 2009).

Toutefois, elle exerce une activité anti-oxydante, une activité protectrice contre les radiations
en stabilisant I’ADN, une activité sur la flore intestinale (Wu, 2007). Elle provient I’anémie
(Ribadeneira et al, 2000).

La Spiruline, posséde une propriété de réduire les métaux lourds et des substances néphro-
toxique de 1’organisme (Misbahuddin, 2006). C’est un hépato-protecteur (Wu, 2007), lutte
contre toxicité¢ cardiaque (Khan, 2006), empéche le développement de 1’athérosclérose
(Mascher et al, 2005), elle est anti-plaquette, anti cataracte ; prévient la rhinite allergique voire
méme le parkinson (Man, 2009). L’efficacité de la Spiruline pour perdre de poids (Ho, 2006),
paradoxalement, elle permet une meilleure croissance de la musculature et du bienétre corporel
(Voltarelli et De Mello, 2008). La Spiruline est unique dans le regne végétarien ou végeétalien
car elle apporte toutes les protéines importantes et de tres bonnes qualités, elle évite aussi les
carences en nutriments (trés utilisée en malnutrition). Il faut bien noter que la Spiruline n’est
pas un médicament ni un traitement medical (Mundt, 2001).




CHAPITRE 2 :
LA PHYCOCYANINE

1. Les principaux constituants fonctionnels deLaPhycocyanine:

Les cyanobactéries possedent une large variéte de composants colorés incluant les caroténoides,
les chlorophylles et les phycobiliproteines.




Les phycobilisomes sont attachés en matrices régulieres a la surface externe de la membrane
du thylacoidal, siege de la photosynthése. Leur principale fonction est de servir de récepteur
des rayons lumineux pour I'appareil photosynthétique de la Spiruline et convertir cette énergie
lumineuse en énergie electrobiochimique ; ces macro-complexes protéiques sont composées
d'un cceur sur lequel sont fixées desprojections radiaires (ou bras). Pour la spiruline, le ceeur est
composé de molécules dallophycocyanine entourées de molécules de phycocyanine
périphériques.

Les phycobiliproteines, dont fait partie la phycocyanine, sont des chromoprotéines constitués
d'une partie protéique et d'un pigment. Leur agrégation en complexe macromoléculaire forme
le phycobilisome.

Phycobilisome
structure

Thylakoid
memorane

Allophycocyanin Phycocyanin

Figure 06: Représentation schématique d'un phycobilisome classique

Les phycobiliprotéines sont constituées d'une partie protéinique de haute masse moléculaire
portant, par des liaisons covalentes, des chromophores a noyau tétra pyrrolique ouvert,
responsables de leur couleur.
Les principaux chromophores décrits sont :

e la phycocyanobiline,

e la phycoérythrobiline,

e la phycourobiline

e lacryptovioline.
Chacun d'eux présente un spectre d'absorption spécifiqgue modifié par les interactions avec
I'apoproteéine. Les principales phycobiliprotéines sont :

e J’allophycocyanine (APC),

e les phycocyanines (CPC),

e les phycoerythrines (R-PE et B-PE)
e la phycoerythrocyanine (PEC).




Le tableau ci-dessous résume les caractéristiques des principales phycobiliprotéines purifiées :

Tableau 07: Caractéristiques des principales phycobiliproteines purifiés

Phycobiliprotéin | Maximum | Maximum Masse Coefficient | Rendemen
e d'absorption | d'émissio | moléculair | d'extinctio t
(nm) n (nm) e (daltons) | nmolaire | quantique
(cm-1.M-1)
R-PE 565, 545 576 240000 1,96 x 106 0,84
(épaulement)
, 498
B-PE 545, 565, 576 104000 0,7 x 106 0,98
498
(épaulement)
APC 652, 620 660 240000 2,41 x 106 0,68
(épaulement)
C-PC 615 647 220000 1,54 x 106 0,81
PEC 575 625 100000 0,85 x 106

La partie protéique ou apoprotéine est formée par deux sous-unités protéiques o et 3 de 15 a 20
kDa formant un heterodimére appelé aussi << monomere >>. Les groupes bilins ou phycobilines
constituant le chromophore correspondent a des groupements prosthétiques linéaires
isométriques de type tetrapyrrole.
Ils sont classés selon leur configuration moléculaire qui differe par la disposition des doubles
liaisons et leur confere des propriétés spectroscopiques nettement distinctes visualisée par une
absorbance significative dans les UV.
la phycourobiline de couleur orange absorbe dans le bleu-vert,
la phycoerythrobiline de couleur rouge absorbe dans le vert,
la phycobilivioline absorbe dans I'orange
la phycocyanobiline de couleur bleue absorbe dans le rouge.

Les classes de phycobiliproteines se distinguent par I'un de leur chromophore appellé
"accepteur terminal d'énergie™ :

e Pour les phycoérythrines, c'est toujours une phycoerythrobiline.

e Pour la phycocyanine, la phycoerythrocyanine et I'allophycocyanine, ce chromophore

est toujours une phycocyanobiline .

2. Définition de la phycocyanine :

La phycocyanine est le principal pigment de la Spiruline(10 & 20% du poids sec). Il se
représente sous forme d’extrait liquide, il est un des rares colorants alimentaires naturels de
couleur bleue. Il est vendu sous le nom de (linabule ou sérum bleu). Il est constitué d’une
structure protéique reliée a un chromophore : molécule de phycocyanobiline constituée du
groupe bilin. Ce dernier est constitué du noyau tétra pyrrolique de la chlorophylle ouvert et
sans magnésium. (Gupta et al , 2011).
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Figure 07 : Formule de la phycocyanine.

3. Les méthodes d’extraction de phycocyanine :

Divers chercheurs ont mis au point plusieurs méthodes pour I’extraction et purification de la
phycocyanine citant (I’eau, congélation, extraction par des solvants,...).

Cependant, presque toutes ces méthodes d’extraction impliquent de nombreuses étapes de
précipitation, centrifugation et dialyse dans la purification initiale, et la chromatographie
échangeuse d'ions et chromatographie de filtration sur gel sont utilisés dans la
purification finale.

Inconvénient majeur de ces protocoles est le grand nombre d'étapes impliqués, et il est connu
que plus le nombre de marches plus haut plus la perte de rendement du produit n’est élevé. En
outre, la mise a I'échelle de ces méthodes est difficile et cher. Il convient de noter que 50-
90% du colt de production réside dans les étapes de purification. Par conséquent, il est
nécessaire de chercher des méthodes efficaces de bio séparationa grande échelle,
qui permettront d'atteindre de hautes puretés, ainsi que rendement élevé, tout en
maintenant 1’activité biologique des molécules. Une méthode de purification telle qui répond
a tous ces critéres est I’extraction aqueuse a deux phases extraction (ATPE) (Ganapathi et
Raghavaro, 2007).

4- Les utilisations de la phycocyanine :

Divers aliments renfermant de la phycocyanine extraite de spirulines, sont commercialisés sous
la marque "Linablue" crée par le groupe Dainipponink and Chemicals. Nous pouvons citer par
exemple (Cruchot, 2008):

" des chewing-gums

. sorbets

. sucettes glacées

. Bonbons

. boissons sans alcool




. gelées
. produits laitiers

La phycocyanine est une protéine colorée trouvée exclusivement chez les algues bleues. Elle n'est
pas synthétisable par voie chimique. Elle est largement indiquée pour colorer en bleu certains
produits alimentaires glacés ou sucrés du genre boissons glacés, cremes glacées, pates, gateaux
et biscuits, etc .).

Elle peut-étre, introduite comme composant dans des crémes de soin de la peau, des masques de
beauté et des produits solaires. Elle remplace avantageusement des pigments de synthése
considérés comme suspects.

A I'heure actuelle, les applications connues de la phycocyanine a échelle industrielle se limitent
a quelques produits alimentaires (les massepains; les jus sucrés; les glaces, sorbets et
accessoirement des chocolats) ou a quelques formulations cosmétiques (crémes et gels).

Les seules ventes de la phycocyanine sur le marché sont monopolisés par quelques compagnies
(essentiellement japonaises) et n'arrivent a couvrir que 2% au maximum du marché américain de
colorants naturels alimentaires.

Actuellement, ces pigments connaissent un regain d'intérét. Il existe en effet a I'heure actuelle
une forte tendance de substituer les composants synthétiques par des produits naturels. Cette
tendance s'explique d'une part, par I'augmentation de la demande du consommateur pour des
produits naturels pour des impératifs sanitaires, écologiques et de protection de I'environnement
et d'autre part, par I'évolution de la législation qui vise a favoriser les produits naturels par rapport
a ceux de synthése.

Cet état de fait explique I'accroissement considérable de la demande du marché en colorant
naturels. Plusieurs colorants naturels disponibles sur le marché font apparaitre un manque
considérable de colorants bleus. Les seuls indiqués sont la Chamazuléne (extraite des fleurs de
la camomille) et I'Indigo (issu de la fermentation des feuilles de I'indigotier). La disponibilité de
ces deux colorants reste cependant en deca des besoins du marché, en raison des faibles
rendements d'extraction qui ne dépassent pas pour les deux cas 0,1 % du poids sec. Parmi les
phycobiliprotéines, la phycocyanine détient un monopole de fait en raison de sa couleur bleue
unique.

5. Propriétés physico-chimiques de la Phycocyanine :

Les groupements prosthétiques de la phycocyanine representent 4% de la masse de l'algue, soit
16 chromophores par unité de masse moléculaire (Dalton) sachant que la masse moléculaire du
monomeére de phycocyanine est de 37468,5 Da (détermination par ionisation par electrospray
couplée a une spectrometrie de masse).

Ce monomere est composé de deux sous unités a et B de taille respective de 18186,56 et 19281,94
Da, et de trois chromophores de phycocyanobiline attachés a la sous-unités a (o 84) et a la sous-
unités B (p 84, B 155) .

j



La phycocyanine peut se retrouver sous forme de melanges complexes d'agrégats en tant que
trimere (aff), hexamere (af}) et dodecamere (af).

Selon le pH, la force ionique, la température et la concentration en protéines, la quantité relative
de ces agrégats est variable.

En genéral, la structure de la phycocyanine chez Spirulinaplatensisest formée de I'association de
deux hexameres qui se font face formant une unité asymetrique .

Au total sur cette unité asymeétrique, 36 chromophores de phycocyanobiline sont liés par un pont
thioether a la partie protéique .
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1. Extraction de phycocyanine a partir de la Spirulineprovenant de la

station deBnisafe au sein de I’école de la péche.

L’objet des travaux étant d’une part I’obtention d’une bonne masse de la phycocyanine extraite
a partir de la Spirulineprovenant de la station de Bnisafe I’Ouest Algérien.

Les travaux porteront ainsi sur une comparaison du rendement d’extraction de la souche de
I’ouest tout en préservant d’une part, ses qualités intrinséques, et d’autre part, de pouvoir
déduire apres, la méthode optimale en termes de rendement.

2. Matériels et méthodes
2.1. Préparation du matériel végétal :

La Spirulineest actuellement produite dans son environnement naturel école de la péche, région
de Bnisafe, I’Ouest de 1’ Algérie. Sa production artisanale et expérimentale dans un bassin est
actuellement maitrisée (Hiri, A), 2013. Aprés ensemencement du bassin, nous avons récolté la
spiruline en janvier 2023. Les feuilles de la plante sont ensuite séchées, broyées et conservees
dans des flacons en verre a 1’abri de la lumiére et ’humidité pour des analyses ultérieures.
Un laboratoire d’extraction suivant les normes les plus strictes (norme ISO 22000 centrée sur
la sécurité des aliments et la tragabilité).
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Figure 08 : matériel végétale et les déffirents réactives biochimiques
(cliché seklalatika et ben aissa souad,14.mai.2023 ).




2.2. Méthodes

2.2. 1 Les méthodes d’extraction de phycocyanine réalisées :

a). Par ’eau :

Une suspension de 4 % de Spirulinedans 1’eau a été préparée a 1’obscurité. On décante la
solution, ensuite, on préleve la solution bleue, puis une centrifugation (9000 tours/15 min) a
4°C. On Préleéve le surnageant et on le dilue d’un facteur de 100 environ avec de 1’eau. On
mesure la densité optique & 615 nm, 652 nm, 620 nm et 280 nm. Soit DIL ce facteur de dilution
en volume.

Le calcul du % enphycocyanine est realiseé selon la formule suivante :

1.873 x (DOs20 — 0.474xD0¢s52) = DIL/C

C : % de la concentration de Spiruline séche mise a tremper dans 1’eau autour de 4 %

La pureté de phycocyanine est égale & DOs20/DO2g0 (M’Baye et al. 2011).

Figure 09:extration par I’eau (cliché seklalatika et ben aissa
souad,14.mai.2023).

b). Par sonification :

On met 10 mg de Spirulineen suspension dans 100 ml de tampon, la solution est mise sous
’action de I’ultrason pendant 5 min. Ensuite, une centrifugation (9000 tours/15min a 4°C). On
préléve le surnageant et on ajoute de nouveau au culot 100 ml de tampon et on le remet a I’action
de I'ultrason pendant 2 & 3 min, puis centrifuger afin de prélever le surnageant et le mélanger
avec le premier et mesurer les DO a 615, 652 ,620 et 280 nm. Enfin, on calcule le pourcentage
en phycocyanine par la formule de Bennett and Bogorad (1973) : PC = [DOe15-0.474XD0Oe¢s]/
5.34. La pureté de phycocyanine par la formule : DOg20/DO2s0Avec DO & 620 nm indique

la concentration de phycocyanine DO a 280 nm indiquant la concentration totale des protéines.




.c) Par congélation :

On met 100 mg d’algues secs dans 200 ml de tampon. La solution subit des cycles de
congelation/décongeélation (congélation a -20°C) jusqu’a 1’éclatement de cellule. La solution
obtenue sera centrifugée. Au surnageant, on ajoute 20% de saturation de (NH4).SOj4 et on le
laisse reposer 2 heures puis une deuxieme centrifugation. Au surnageant obtenu, on ajoute 45%
de saturation de (NH4)2SO4 et une troisieme centrifugation est effectuée directement. Enfin, on
récupére le culot.

Une lecture de DO a été effectuée a 615nm, 620nm, 652nm et 280nm.

PC (mg/ml) = (Ae15-0.474 x Ass2)/5.34 Pureté = DOe20/DO2g0(L.i et al., 2001)

Figure 10 : extaration par congélation (cliche seklalatika et Ben aissa
Souad,14.mai.2023).

d). Par solvant :

On verse 4 g de Spirulinedans 120 ml du tampon phosphate, au début on 1’incube a I’obscurité
a 4 °C pendant 12h (pour permettre la lyse des cellules a 1’hypotonicité de mise), puis
centrifuger pour la premiére fois et récupérer le surnageant bleu. Ensuite, on ajoute 120 ml du
tampon phosphate au précipitée et incuber 12h a I’obscurité. Aprés la deuxiéme centrifugation,
les deux surnageants sont mélangés afin de lire la densité optique a 615nm, 652nm, 620nm,
280nm. Le calcul du pourcentage en phycocyanine et de sa pureté est basé selon les équations
suivantes (Chen et al, 2006) :PC (mg/ml) = (Ae15-0.474%Ass2)/.34 Pureté =
DOe20/DO2g0NB : on a changé le PH de la solution tampon (PH=7 et PH=8) pourcestrois
méthodes (sonification, congélation et extraction par solvant) et nous avons comparé le

rendement d’extraction.Préparation de 0.1 M phosphate de potassium buffer a 25°.




e) Par séparation agueuse & double phase :

Une solution de Spirulinede 90 % est préparée a 1’obscurité on lui rajoute une solution de 40%
PEG (w /w) : 40 g PEG dans 60 g d’eau ensuite une solution des sels 20% (W/W) : 10 g de
K2HPO4 + 10 g de KH2PO4 dans 60 g d’eau (on a utilisé une solution glucosée a 20% et on a
comparé¢ le rendement d’extraction) (Bulgariu et Bulgariu 2008). En se référant a la méthode
d’Albertson (1994), on a prélevé 1 g de 40 % (W/W) PEG + 1.25 g de 20 % (W/W) sels + 0.5
g spiruline + 2.25 g d’eau. Puis, aprés mélange, ce dernier est mis a I’obscurité sous une
agitation pendant 20 min a I’aide d’un shaker.

Ensuite, centrifugation, mesure de volumes des phases, lecture de la densité optique & 620nm,
652 nm, 615 nm, 280 nm et calcul du pourcentage en phycocyanine et sa pureté par les équations
suivantes :

PC (mg/ml) = (A615-0.474 x Aes2)/4.34  Pureté = DOg20/DO2s0(Albertson et Tjerneld, 1994)

f) Extraction par le glycérol:

On mélange 800 g de poudre de Spiruline algérienne dans 10 kg de glycérol. On laisse macérer
pendant 15 j a température ambiante a I’obscurité. Une filtration frontale lente est ensuite
effectuée, avec un filtre compatible alimentaire (exemple pris : un filtre en nylon) d’une finesse
de 25 microns, sachant que la finesse du filtre doit étre comprise entre 2 et 50 microns).

Figure 11 : extraction par glycerol(cliché par Seklalatika et Ben aissa
Souad,14.mai.2023)

3. Caractérisation de la phycocyanine extraite par la meilleure méthode

d’extraction en termes de rendement.




1. Conservation de phycocyanine

La conservation de phycocyanine était faite par lyophilisation.
a) Polyphénols totaux

On fait diluer ’extrait de la phycocyanine, puis on met 0,5 ml de chaque dilution dans des
tubes a essai pour chacune d’elles. On ajoute Sml d’eau distillée et 0.5 de réactif de folin a 10%.
Apres 3 mn on ajoute 0.5ml de carbonate de sodium 20%. La lecture des absorbances est faite
a 760 nm, aprés agitation et repos d’une heure a 1’obscurité. La concentration en composés
phénoliques totaux est déterminée en se référant a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant
I’acide gallique comme standard d’étalonnage.

b) Flavonoide

A 1 ml d’extrait de phycocianine, on ajoute 1 ml de solution méthanolique de chlorure
d’aluminium a 2 % pour chacune d’elles . Apreés 10 mn, I’absorbance est lue a 430 nm. La
concentration des flavonoides contenus dans les extraits est calculée en se réferant a la courbe
d’étalonnage obtenue en utilisant la quercétine comme standard.

c) L’activité antioxydante

L’activité antioxydante a été déterminée par le DPPH :

Au départ, on prépare la solution de DPPH : 12 mg de DPPH dans 50 ml de méthanol et on
I’incube pendant 30 mn a I’obscurité a 4°C avec agitation (cette solution doit étre préparée 2
heures avant 1’essai, elle reste stable 5 jours a I’obscurité a 4 °C). De la solution précédente on
préleve 3 ml pour faire la dilution dans 7 ml de méthanol. Puis, on prend 0.21 ml de I’extrait de
phycocianine dans 1.94 ml DPPH diluées et I’incubées a I’obscurité pendant 30 min a 20°C
pour lire la densité optique a 517 nm puis on calcule I’ activité antioxydante pour chacune d’elles
par la formule suivante : Delta-DPPH = ADPPH — [As17] simple

L’activité antioxydante a été calculée en se basant sur la courbe d’étalonnage obtenue, et en
utilisant ’acide ascorbique comme standard(Brand-Williamset al, 1995).




Figure 12 : Conservation de phycocyanine (cliché par Seklalatika et Ben
aissa souad,14.mai.2023).




CHAPITRE 2

RESULTATSET
INTERPRITATIONS

1. Extraction de phycocyanine

.



Les concentrations de phycocyanine obtenues pour la souche algérienne selon les différentes

méthodes d’extractions sont représentées dans le tableau 2.

Tableau 8 : Valeurs des concentrations et des rapports de pureté de la
spiruline et en fonction du mode d’extraction.

Concentrations de la
phycocyanine(mg/ml)

Degré de purete

Eau 0,6 0.20
Congélation 0,11 0.03
Sonification 0,25 0.80
Solvant 0,30 0.50
Séparation aqueuse a|1,8 0.90
double phase

Glycerol 0,825 0.80

Nous remarquons que la concentration en phycocyanine de la Spiruline pour la souche de
I’ouest algérien varie entre 0.06-0.825 mg/ml. Un effet significatif du lieu et méthodes de
production sur la concentration d’extraction est observé, et ce quel que soit la méthode

d’extraction utilisée.

Nous avons regroupé les différentes concentrations et les rapports de pureté selon les
méthodes d’extraction au niveau de la figure 13 :

i degré de pureté
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Figure 13: Concentrations et pourcentages de pureté de la phycocyanine de la souche

de Spiruline.




On remarque également que ’extraction par séparation aquese a double phase a donné des
concentrations supérieures en C-phycocyanine comparativement aux autres méthodes (eau)
pour la souche algérienne (1.8vs 0,6 mg/ml).

Concernant la pureté, I’extraction par la séparation aquese a double phase a donné des valeurs
de pureté supérieures aux autres méthodes (par sonification, par solvant)0.90 vs 0.25) et (0.90
vs 0.30).

Une pureté de C-phycocyanine de 0.7 est considérée comme grade alimentaire, 3.5 comme
grade réactive, par contre si elle est supérieure 4, elle est considérée comme grade analytique.
Ces valeurs indicatives permettent d’affirmer que cette extraction est de 1’ordre alimentaire.
Un effet significatif sur le lieu de production sur le degré de pureté est observé, et ce quel que
soit la méthode d’extraction utilisée.

Toutefois ont trouvé une pureté de 0.79 et une concentration de phycocyanine de 1’ordre de
2.67 mg/ml par une extraction aqueuse a double phase alors que (Henrikson,2009)ont obtenu
par la méme méthode une pureté de 5.1 et une concentration de phycocyanine de I’ordre de 1.11
mg/ml.

Figure 14 : extraction par Figure 15 : extraction par I’eau
Congélation
(cliché par Seklal atika,14 mai 2023)

2. Extraction par macération avec le glycerol :

A la fin de la filtration, nous avons obtenu avec la Spirulinede I’ouest algérien environ 3,5 1 de
filtrat et 6,5 1 de retentat et une concentration de phycocyanine de I’ordre de 0,825 mg/ml avec
une pureté de I’ordre de 1,87. Ces valeurs pourraient étre liées aux conditions de culture, au
climat, a la souche meére, ou encore aux moyens de séchage. Le filtrat qui contient la
phycocyanine est conditionné en flacons multi doses.




Figure 16:extration par macération avec le glycerol(cliché par Seklalatika
et Ben aissa souad,14 mai 2023).

3. Caractérisation de phycocyanine

Tableau n°9 : Les Caractérisation de phycocyanine

Poly phénols totaux :

On remarque que la concentration des
polyphénols totaux est comprise entre 0.6 et
1.8 mg/g de matiere séche pour la souche
algérienne. Les phycocyanines sont riches en
polyphénols. Nos resultats sont supérieurs a
ceux obtenus par(Danesi,E.D.G,2011) a 4,9

Hg/g).

Les Flavonoides :

La concentration la plus élevée est obtenue
par la méthode d’extraction par séparation
aqueuse de double phase pour la souche de
I’ouest algérienet 1.8 mg/g.

L’activité anti oxydante :

Nous avons obtenu une activité a hauteur de
0,6% pour la souche algérienne.

ont obtenu une activité antioxydante variant
de 0,17 &4 51,94% selon que la concentration
de Spiruline varie de 0,3 a 15 mg/ml.

.



APPENDICE A

1. Composition du milieu solide pour isoler la Spiruline

Eau distillé : 1000 mL
Agar agar : 20 mg
Nitrate de sodium : 259
Glucose : 19
Peptone : 19

Le pH est ajusté a 10.

2. Composition du milieu de Hiri (pour 1 L d'eau distillée)
Bicarbonate de soude (NaHCO3) 16

Chlorure de sodium (NaCl) 1

Phosphate d’ammonium (NH4H2PO4) 0,1

Sulfate de fer (FeSO4) 0,01

Sulfate de magnésium (MgSO4) 0,1

Sulfate de potassium (K2S04) 0,5

Chlorure de calcium (CaCl2) 0,1

Urée azotée CO(NH2)2 0,1

3. Composition du milieu N1

Eau distillée 100 mL ;
Bicarbonate de sodium : 2 g pH ajusté a 10
4. Composition du milieu N2

Eau distillée 100 mL ;

Bicarbonate de sodium : 89 pH ajusté a 10




5. Composition du milieu N3

Eau distillée 100 mL ;
Bicarbonate de sodium : 15¢
pH ajusté a 10

Les tests d’identification

1. Etude macroscopique

Ce test consiste a une observation directe a I’ceil nu des colonies obtenues sur milieux MR Sc.

Il permet de renseigner sur la forme, la taille, I’aspect, la consistance, I’opacité, le contour et
la couleur des colonies étudiées.

Les colonies blanchatres, rondes ou lenticulaires a contour régulier sont retenues.
2. Etude microscopique

L’examen microscopique apparait comme la premicre étape de 1’étude d’une bactérie.
(Guiraud, 1998), il comprend :

3. Etat frais

Cet examen permet d’apprécier la forme et la mobilité des germes étudiés. Il faut éviter de
confondre la mobilité d’une bactérie avec les mouvements de convention susceptibles de
I’entrainer.

Il consiste a examiner les microorganismes vivants entre lame et lamelle. Une goutte de
suspension bactérienne est déposée au centre de la lame, puis une lamelle déposée au-dessus
en évitant la création des bulles d’air.

4. . Etat frais

Cet examen permet d’apprécier la forme et la mobilité des germes étudiés. Il faut éviter de
confondre la mobilité d’une bactérie avec les mouvements de convention susceptibles de
I’entrainer.

Il consiste a examiner les microorganismes vivants entre lame et lamelle. Une goutte de
suspension bactérienne est déposée au centre de la lame, puis une lamelle déposée au-dessus

en évitant la création des bulles d’air. L’observation se fait par microscope optique aux
grossissements (Gr : 100 .1, 25.10.0,2
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Les analyses microbiologiques sur la Spiruline
1. La préparation des dilutions en vue de I’examen microbiologique (N° 01.98.51)

Préparation de la suspension-meére de facon a obtenir une répartition aussi uniforme que
possible des micro-organismes contenus dans la prise d'essai.

Préparation, si nécessaire de dilutions décimales qui permettent, apres ensemencement et
incubation des milieux de culture :

a) Dans le cas des boites, il faut effectuer un dénombrement valable des colonies
(existence de boites comportant entre 30 et 300 colonies et pour certains
groupes, tels les coliformes, entre 15 et 150 colonies).

b) Dans le cas des tubes, il faut disposer d'un nombre suffisant de tubes montrant
un développement bactérien et des tubes sans culture, de maniére a ce que le
calcul du nombre le plus probable a l'aide des tables, puisse étre réaliseé.

Les prises d’essai sont effectuées sur 1’échantillon homogénéisé en tenant compte de deux
facteurs essentiels a savoir :

» Le nombre de pi¢ces soumises a 1’analyse
> Les opérations analytiques a conduire
c. Suspension mere et dilutions décimales

Introduire aseptiquement 10 grammes de produit a analyser dans un sachet stérile de type «
Stomatcher» contenant au préalable 90 mL de diluant soit le TSE (tryptone sel
eau),Homogénéiser. Cette suspension constitue alors la dilution mére (DM) qui correspond
donc a la dilution 1/10 ou 10-1 .

Introduire ensuite aseptiquement a I’aide d’une pipette stérile, ImL de la DM dans un tube a
vis stérile contenant au préalable 9 mL du méme diluant. Cette dilution est alors au 1/100 ou
10-2.

Introduire ensuite aseptiquement a 1’aide d’une pipette stérile, 1 mL de la dilution 10-2 dans
un tube & vis stérile contenant au préalable 9 mL du méme diluant ; cette dilution est alors au
1/1000 ou 10-3.

2. Recherche et dénombrement des germes aérobies mésophiles totaux (NF V 08-051,
2003)

La Flore Mésophile Aérobie Totale est un indicateur sanitaire qui permet d'évaluer le nombre
d'UFC (Unité Formant une Colonie) présentes dans un produit. Ce dénombrement se fait en
milieu solide (PCA) aprés incubation en aérobiose a 30 °C.

N



a) Principe

Ensemencement en profondeur d’un milieu de culture (PCA), coulé dans une boite de pétri,
avec une quantité déterminée de 1’échantillon pour essai si le produit a examiner est liquide,
ou avec une quantité déterminée de suspension mere dans le cas d’autres produits.

Dans les mémes conditions, ensemencement d’autres boites avec des dilutions décimales
obtenues a partir de 1’échantillon pour essai ou de la suspension mere.

Incubation des boites s’effectue a 30°C, en aérobiose pendant 72h.

A partir du nombre de colonies obtenues dans les boites de pétri retenues, nous calculons le
nombre de microorganismes par mL ou par gramme de 1’échantillon analysé.

b)Lecture et dénombrement

Les colonies des GAMT se présentent sous forme lenticulaire en masse. Il s’agit de compter
les colonies ayant pousseé sur les boites en tenant compte des facteurs suivants :

Ne dénombrer que les boites contenant entre 15 et 300 colonies

Multiplier toujours le nombre trouvé par I’inverse de sa dilution

Faire ensuite la moyenne arithmétique des colonies entres les différentes dilutions.

3. Méthode horizontale pour le dénombrement des coliformes totaux et fécaux-méthode
par comptage des colonies (1SO 4832, 2006)

a. Principe

Préparation de trois boites de Pétri, en utilisant un milieu VRBL et une quantité spécifiée de
suspension mere.

Incubation des boites a 30 °C ou 37 °C pendant 24 h et Comptage des colonies
caractéristiques.

Le calcul du nombre de coliformes par millilitre est réalisé a partir du nombre de colonies
caractéristiques dénombrées par boite de Pétri.

b. Dénombrement

Apreés la période d’incubation spécifiée, sélectionner les boites de Pétri ayant, si possible, 10
ou plus de 10 et moins de 150 colonies.

Procéder au comptage des colonies violacées ayant un diametre minimal de 0,5 mm (parfois
entourées d’une zone rougeatre due a la précipitation de la bile). Ces colonies sont
considérées comme des colonies typiques de coliformes et ne nécessitent pas de confirmation.
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4. Le dénombrement des bactéries sulfito-réductrices (XPV 08-601, 2005)
a. Principe

Ensemencement en profondeur du milieu gélosé tryptose sulfite a la cyclosérine exempt de
jaune d’ceuf, coulé dans une boite de Pétri ou dans un tube, avec une quantité déterminée de la
suspension-mere.

Recouvrement avec une couche du méme milieu lorsque ’essai est effectué en boite de Pétri.

L’incubation des boites se fait a 46 °C en anaérobiose pendant 20 h + 2 h suivie &
dénombrement des colonies caractéristiques (entourées d’un halo noir).

b. Comptage des colonies

Choisir la ou les tubes contenant moins de 30 colonies caractéristiques et moins de 100
colonies au total et compter les colonies caractéristiques.

5. Recherche des Staphylococcus aureus (NFV 08-052)

Ensemencement en surface d’un milieu de culture gélose sélectif Chapman, coulé¢ dans une
boite de Pétri, avec une quantité déterminée de 1’échantillon pour essai si le produit a
examiner est liquide, ou de la suspension mére dans le cas d’autres produits.

L’incubation des boites est a 37 °C, en aérobiose pendant 24h a 48h.

Le calcul du nombre de staphylocoques par mL ou par gramme d’échantillon se fait a partir
du nombre de colonies caractéristiques et/ou non obtenues dans les boites retenues aux
niveaux de dilutions donnant un résultat significatif.

a. Lecture
Seront considérés comme positives, les boites contenant des colonies caractéristiques a savoir

des colonies noires, brillantes, convexes entourées d’une zone de transparence qui peut étre
translucide.

6. Dénombrement des levures et moisissures ; technique par comptage des colonies a
25°C (C.A.C.Q.E. N° 01-97-61)

a.Principe
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Ensemencement en profondeur d'un milieu de culture sélectif déterminé sabouraud, coulé
dans trois boites de Pétri, avec une quantité définie de I'échantillon pour essali, si le produit est
liquide, ou de la suspension meére pour les autres produits.

Dans les mémes conditions, ensemencement des dilutions décimales des autres boftes,
obtenues a partir de I'échantillon pour essai ou de la suspension mere. Incubation de ces boites
en aérobiose & 25° C pendant 3, 4 ou 5 jours.

Calcul du nombre de levures et moisissures par gramme ou par millilitre d'échantillon, a partir
du nombre de colonies obtenues dans des boites choisies aux niveaux de dilution donnant un
résultat significatif.

b. Lecture

Compter les colonies sur chaque boite apres 3,4 et 5 jours d'incubation. Aprés 5 jours, retenir
les boites contenant moins de 150 colonies. Si des parties de boites sont envahies par des
moisissures ou s'il est difficile de compter des colonies bien isolées, retenir les comptages
obtenus apreés 4, ou méme 3 jours d'incubation.

Expression des résultats
Le nombre de levures et moisissures par gramme ou par millilitre est égal a :

C : est la somme des colonies sur toutes les boites comptées; nl : est le nombre de boites
comptées a la premiére dilution; n2:est le nombre de boites comptées a la seconde dilution; d
-est la dilution a partir de laquelle les premiers dénombrements sont obtenus.

Le résultat doit étre exprimé par un nombre compris entre 1,0 et 9,9 multiplié par 10x, x étant
la puissance appropriée de 10.

1. Méthode horizontale pour la recherche des Salmonella spp (ISO 6579, 2002)
a. Principe

La recherche de Salmonella nécessite trois phases successives.

b. Pré-enrichissement en milieu non sélectif liquide

Ensemencement de la prise d’essai dans de 1’eau peptonée tamponnée a température
ambiante, puis incubation a 370C + 10C pendant 18 h + 2 h.

c. Enrichissement en milieux sélectifs liquides

Ensemencement du bouillon Rappaport-Vassiliadis avec soja (bouillon RVS) et d’un bouillon
Muller-Kauffmann au tétrathionate-novobiocine (MKTTn) avec la culture obtenue ci-dessus.

Incubation du bouillon RVS a 41,5 °C £ 1 °C pendant 24 h + 3 h et du bouillon MKTTn a 37
°Cx1°Cpendant 24 h =3 h.
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d. Isolement et identification
A partir des cultures obtenues, ensemencement de deux milieux sélectifs solides :
- Gelose xylose lysine désoxycholate (gélose XLD).

- Un autre milieu sélectif solide approprié, laissé au choix du laboratoire,
complémentaire du milieu gélose XLD permettant la recherche de Salmonella lactose
positive, incluant Salmonella Typhi et Salmonella Paratyphi.

Incubation du milieu gélose XLD a 37 °C + 1 °C puis examen apres 24 h + 3 h. Incubation du
second milieu sélectif selon les recommandations du fabricant.

’observation se fait par microscope optique aux grossissements (Gr: 100 .1, 25. 10 . 0,25)
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APPENDICE B : Courbe d’talonnage des sucres pour dosage de glucose
(anthron)
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APPENDICE C : Titrage (acidité Dornic)

Le matériel nécessaire est le suivant : un statif avec noix et pince, une fiole conique de 100 mL,
une solution de NaOH N/9, une burette de 25 mL, une solution de phénolphtaléine a 1% dans
éthanol. Remplir la burette de la solution de NaOH N/9. Régler le niveau au du liquide a zéro.
Prélever 1 mL de la culture testé et transférer dans un bécher. Ajoute quelque goutte de
phénolphtaléine et titrer jusqu’a ’apparition dune couleur rose persistante. Noter le volume de
solution titrant utilisé en dixiemes de millilitres. Nombre de dixiémes de millilitre de
NaOH=1°D.

Les résultats sont exprimés selon la relation : Acidité= VNaOH 10

VNaOH: Volume de la souche coulé pour neutraliser ’acidité (Bourgeois et al ., 1996).
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Conclusion :

Notre étude avait pour objectif la comparaison entre les méthodes d’extraction
de phycocyanine a partir de la Spiruline produite dans I’ouest de I’ Algérie en vue
d’une optimisation. Ces travaux nous ont permis de conclure que 1’extraction par
séparation aqueuse a double phase adonné des valeurs supérieures
comparativement aux autres méthodes (par I’eau, solvant). La Spiruline
algérienne a donné 3,5 | de filtrat et 7,5 | de retentat et une concentration de
phycocyanine de 0,82 mg/ml et une pureté de 1,87.

La caractérisation de la phycocyanine de souche algérienne a permis de
déterminer en termes de rendement sa valeur nutritionnelle et thérapeutique en
polypheénols, en flavonoides et surtout son activité antioxydante tant recherchée
dans le domaine médical.

I1 est & noter que la souche algérienne est en pleine culture et production a I’Ouest
algérien, espace de soleil et d’eau de la chaleur et des sels minéraux. Sa production
est simple a mettre en ceuvre car la souche est maintenant disponible sur place.

Une caractérisation plus poussée de cette souche par les techniques de résonnance
magnétique (RMN) permettrait de lui donner sa valeur indicative pour des
éventuelles valorisations principalement en cosmétique.

Ainsi apres les étapes d’extraction ou plusieurs méthodes ont été testées et la
caracterisation de la souche, nous proposons la valorisation de cette phycocyanine
dans le domaine de la cosmétique ou plusieurs étapes sont en cours d’élaboration.
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	Devant de jury :
	La deuxiéme partie de nos travaux a porté ainsi sur une comparaison du rendement d’extraction de la souche de l’ouest tout en préservant d’une part,  ses qualités intrinsèques, et d’autre part, de pouvoir déduire après, la méthode optimale en termes d...
	L’objet des travaux étant d’une part l’obtention d’une bonne masse de la phycocyanine extraite à partir de la Spirulineprovenant de la station de Bnisafe l’Ouest Algérien.
	Les travaux porteront ainsi sur une comparaison du rendement d’extraction de la souche de l’ouest tout en préservant d’une part,  ses qualités intrinsèques, et d’autre part, de pouvoir déduire après, la méthode optimale en termes de rendement.
	La Spirulineest actuellement produite dans son environnement naturel école de la pêche, région de Bnisafe, l’Ouest de l’Algérie. Sa production artisanale et expérimentale dans un bassin  est actuellement maitrisée (Hiri, A), 2013. Après ensemencement ...
	Un laboratoire d’extraction suivant les normes les plus strictes (norme ISO 22000 centrée sur la sécurité des aliments et la traçabilité).
	Une suspension de 4 % de Spirulinedans l’eau a été préparée à l’obscurité. On décante la solution, ensuite, on prélève la solution bleue, puis une  centrifugation (9000 tours/15 min) à 4 C. On  Prélève le surnageant et on le dilue d’un facteur de 100 ...
	Le calcul du %  enphycocyanine est réalisé selon la formule suivante :
	1.873 × (DO620 – 0.474×DO652) = DIL/C
	C : % de la concentration de Spiruline sèche mise à tremper dans l’eau autour de  4 %
	La pureté de phycocyanine est égale à DO620/DO280 (M’Baye et al. 2011).
	.c)  Par congélation :
	On met 100 mg d’algues secs dans 200 ml de tampon. La solution subit des cycles de congélation/décongélation (congélation à -20 C)  jusqu’à l’éclatement de cellule. La solution obtenue sera centrifugée. Au surnageant, on ajoute 20% de saturation de (N...
	Une lecture de DO a été effectuée à 615nm, 620nm, 652nm et 280nm.
	PC (mg/ml) = (A615-0.474 × A652)/5.34            Pureté = DO620/DO280(Li et al., 2001)
	Une solution de Spirulinede 90 % est préparée à l’obscurité on lui rajoute une solution de  40%  PEG (w /w) : 40 g PEG dans 60 g d’eau ensuite une solution des sels 20% (W/W) : 10 g de K2HPO4 + 10 g de KH2 PO4 dans 60 g d’eau (on a utilisé une solutio...
	Ensuite, centrifugation, mesure de volumes des phases, lecture de la densité optique à  620nm, 652 nm, 615 nm, 280 nm et calcul du pourcentage en phycocyanine et sa pureté par les équations suivantes :
	On mélange 800 g de poudre de Spiruline algérienne dans 10 kg de glycérol. On laisse macérer pendant 15 j  à température ambiante à l’obscurité. Une filtration frontale lente est ensuite effectuée, avec un filtre compatible alimentaire (exemple pris :...
	On fait  diluer l’extrait de la phycocyanine, puis on met 0,5 ml de chaque dilution dans des tubes à essai pour chacune d’elles. On ajoute 5ml d’eau distillée et 0.5 de réactif de folin à 10%.  Après 3 mn on ajoute 0.5ml  de carbonate de sodium 20%. L...
	L’activité antioxydante a été déterminée par le DPPH :
	Au départ, on prépare la solution de DPPH : 12 mg de DPPH dans 50 ml de méthanol et on l’incube pendant 30 mn à l’obscurité à 4 C avec agitation (cette solution doit être préparée 2 heures avant l’essai, elle reste stable 5 jours à l’obscurité à 4  C)...
	L’activité antioxydante a été calculée en se basant sur la courbe d’étalonnage obtenue, et en utilisant l’acide ascorbique comme standard(Brand-Williamset al, 1995).
	Les concentrations de phycocyanine obtenues pour la souche algérienne selon les différentes méthodes d’extractions sont représentées dans le tableau 2.
	Nous remarquons que la concentration en phycocyanine de la Spiruline pour la souche de l’ouest algérien varie entre 0.06-0.825 mg/ml. Un effet significatif du lieu et méthodes de production sur la concentration d’extraction est observé, et ce quel que...
	Nous avons regroupé les différentes concentrations et les rapports de pureté selon les
	méthodes d’extraction au niveau de la figure 13 :
	On remarque également que l’extraction par séparation aquese à double phase a donné des concentrations supérieures en C-phycocyanine comparativement aux autres méthodes (eau) pour la souche algérienne (1.8vs 0,6 mg/ml).
	Concernant la pureté, l’extraction par la séparation aquese à double phase  a donné des valeurs de pureté supérieures aux autres méthodes (par sonification, par solvant)0.90 vs 0.25) et (0.90  vs 0.30).
	.
	Une pureté de C-phycocyanine de 0.7 est considérée comme grade alimentaire, 3.5 comme grade réactive, par contre si elle est supérieure 4, elle est considérée comme  grade analytique. Ces valeurs indicatives permettent d’affirmer que  cette extraction...
	Toutefois ont trouvé une pureté de 0.79 et une concentration de phycocyanine de l’ordre de 2.67 mg/ml par une extraction aqueuse à double phase alors que (Henrikson,2009)ont obtenu par la même méthode une pureté de 5.1 et une concentration de phycocya...
	APPENDICE A
	1. Composition du milieu solide pour isoler la Spiruline
	Eau distillé :                                               1000 mL
	Agar agar :                                                  20 mg
	Nitrate de sodium :                                     2,5 g
	Glucose :                                                    1g
	Peptone :                                                    1g
	Le pH est ajusté à 10.
	2. Composition du milieu de Hiri (pour 1 L d'eau distillée)
	Bicarbonate de soude (NaHCO3)   16
	Chlorure de sodium (NaCl)   1
	Phosphate d’ammonium (NH4H2PO4)  0,1
	Sulfate de fer (FeSO4)   0,01
	Sulfate de magnésium (MgSO4)   0,1
	Sulfate de potassium (K2SO4)   0,5
	Chlorure de calcium (CaCl2)   0,1
	Urée azotée CO(NH2)2 0,1
	3. Composition du milieu N1
	Eau distillée                                                100 mL ;
	Bicarbonate de sodium :                              2 g  pH ajusté à 10
	4. Composition du milieu N2
	Eau distillée                                                100 mL ;
	Bicarbonate de sodium :                              8 g  pH ajusté à 10
	5. Composition du milieu N3
	Eau distillée                                        100 mL ;
	Bicarbonate de sodium :                       15 g
	pH ajusté à 10
	Les tests d’identification
	1. Etude macroscopique
	Ce test consiste à une observation directe à l’œil nu des colonies obtenues sur milieux MRSc. Il permet de renseigner sur la forme, la taille, l’aspect, la consistance, l’opacité, le contour et la couleur des colonies étudiées.
	Les colonies blanchâtres, rondes ou lenticulaires à contour régulier sont retenues.
	2. Etude microscopique
	L’examen microscopique apparait comme la première étape de l’étude d’une bactérie. (Guiraud, 1998), il comprend :
	3. Etat frais
	Cet examen permet d’apprécier la forme et la mobilité des germes étudiés. Il faut éviter de confondre la mobilité d’une bactérie avec les mouvements de convention susceptibles de l’entraîner.
	Il consiste à examiner les microorganismes vivants entre lame et lamelle. Une goutte de suspension bactérienne est déposée au centre de la lame, puis une lamelle déposée au-dessus en évitant la création des bulles d’air.
	4. . Etat frais
	Cet examen permet d’apprécier la forme et la mobilité des germes étudiés. Il faut éviter de confondre la mobilité d’une bactérie avec les mouvements de convention susceptibles de l’entraîner.
	Il consiste à examiner les microorganismes vivants entre lame et lamelle. Une goutte de suspension bactérienne est déposée au centre de la lame, puis une lamelle déposée au-dessus en évitant la création des bulles d’air.   L’observation se fait par mi...
	Les analyses microbiologiques sur la Spiruline
	1.  La préparation des dilutions en vue de l’examen microbiologique (N  01.98.51)
	Préparation de la suspension-mère de façon à obtenir une répartition aussi uniforme que possible des micro-organismes contenus dans la prise d'essai.
	Préparation, si nécessaire de dilutions décimales qui permettent, après ensemencement et incubation des milieux de culture :
	a) Dans le cas des boîtes, il faut effectuer un dénombrement valable des colonies (existence de boîtes comportant entre 30 et 300 colonies et pour certains groupes, tels les coliformes, entre 15 et 150 colonies).
	b) Dans le cas des tubes, il faut disposer d'un nombre suffisant de tubes montrant un développement bactérien et des tubes sans culture, de manière à ce que le calcul du nombre le plus probable à l'aide des tables, puisse être réalisé.
	Les prises d’essai sont effectuées sur l’échantillon homogénéisé en tenant compte de deux facteurs essentiels à savoir :
	➢ Le nombre de pièces soumises à l’analyse
	➢ Les opérations analytiques à conduire
	c. Suspension mère et dilutions décimales
	Introduire aseptiquement 10 grammes de produit à analyser dans un sachet stérile de type « Stomatcher»  contenant au préalable 90 mL de diluant soit le TSE (tryptone sel eau),Homogénéiser. Cette suspension constitue alors la dilution mère (DM) qui cor...
	Introduire ensuite aseptiquement à l’aide d’une pipette stérile, 1mL de la DM dans un tube à vis stérile contenant au préalable 9 mL du même diluant. Cette dilution est alors au 1/100 ou 10-2.
	Introduire ensuite aseptiquement à l’aide d’une pipette stérile, 1 mL de la dilution 10-2 dans un tube à vis stérile contenant au préalable 9 mL du même diluant ; cette dilution est alors au 1/1000 ou 10-3 .
	2.  Recherche et dénombrement des germes aérobies mésophiles totaux (NF V 08-051, 2003)
	La Flore Mésophile Aérobie Totale est un indicateur sanitaire qui permet d'évaluer le nombre d'UFC (Unité Formant une Colonie) présentes dans un produit. Ce dénombrement se fait en milieu solide (PCA) après incubation en aérobiose à 30  C.
	a) Principe
	Ensemencement en profondeur d’un milieu de culture (PCA), coulé dans une boite de pétri, avec une quantité déterminée de l’échantillon pour essai si le produit à examiner est liquide, ou avec une quantité déterminée de suspension mère dans le cas d’au...
	Dans les mêmes conditions, ensemencement d’autres boites avec des dilutions décimales obtenues à partir de l’échantillon pour essai ou de la suspension mère.
	Incubation des boites s’effectue à 30 C, en aérobiose pendant 72h.
	A partir du nombre de colonies obtenues dans les boites de pétri retenues, nous calculons le nombre de microorganismes par mL ou par gramme de l’échantillon analysé.
	b)Lecture et dénombrement
	Les colonies des GAMT se présentent sous forme lenticulaire en masse. Il s’agit de compter les colonies ayant poussé sur les boites en tenant compte des facteurs suivants :
	- Ne dénombrer que les boites contenant entre 15 et 300 colonies
	- Multiplier toujours le nombre trouvé par l’inverse de sa dilution
	- Faire ensuite la moyenne arithmétique des colonies entres les différentes dilutions.
	3.  Méthode horizontale pour le dénombrement des coliformes totaux et fécaux-méthode par comptage des colonies (ISO 4832, 2006)
	a. Principe
	Préparation de trois boites de Pétri, en utilisant un milieu VRBL et une quantité spécifiée de suspension mère.
	Incubation des boites à 30  C ou 37  C pendant 24 h et Comptage des colonies caractéristiques.
	Le calcul du nombre de coliformes par millilitre est réalisé à partir du nombre de colonies caractéristiques dénombrées par boite de Pétri.
	b. Dénombrement
	Après la période d’incubation spécifiée, sélectionner les boites de Pétri ayant, si possible, 10 ou plus de 10 et moins de 150 colonies.
	Procéder au comptage des colonies violacées ayant un diamètre minimal de 0,5 mm (parfois entourées d’une zone rougeâtre due à la précipitation de la bile). Ces colonies sont considérées comme des colonies typiques de coliformes et ne nécessitent pas d...
	4. Le dénombrement des bactéries sulfito-réductrices (XPV 08-601, 2005)
	a. Principe
	Ensemencement en profondeur du milieu gélosé tryptose sulfite à la cyclosérine exempt de jaune d’œuf, coulé dans une boite de Pétri ou dans un tube, avec une quantité déterminée de la suspension-mère.
	Recouvrement avec une couche du même milieu lorsque l’essai est effectué en boite de Pétri.
	L’incubation des boites se fait à 46  C en anaérobiose pendant 20 h ± 2 h suivie à dénombrement des colonies caractéristiques (entourées d’un halo noir).
	b. Comptage des colonies
	Choisir la ou les tubes contenant moins de 30 colonies caractéristiques et moins de 100 colonies au total et compter les colonies caractéristiques.
	5.  Recherche des Staphylococcus aureus (NFV 08-052)
	Ensemencement en surface d’un milieu de culture gélose sélectif Chapman, coulé dans une boite de Pétri, avec une quantité déterminée de l’échantillon pour essai si le produit à examiner est liquide, ou de la suspension mère dans le cas d’autres produi...
	L’incubation des boites est à 37  C, en aérobiose pendant 24h à 48h.
	Le calcul du nombre de staphylocoques par mL ou par gramme d’échantillon se fait à partir du nombre de colonies caractéristiques et/ou non obtenues dans les boites retenues aux niveaux de dilutions donnant un résultat significatif.
	a. Lecture
	Seront considérés comme positives, les boites contenant des colonies caractéristiques à savoir
	des colonies noires, brillantes, convexes entourées d’une zone de transparence qui peut être translucide.
	6.  Dénombrement des levures et moisissures ; technique par comptage des colonies à 25 C (C.A.C.Q.E.  N  01-97-61)
	a.Principe
	Ensemencement en profondeur d'un milieu de culture sélectif déterminé sabouraud, coulé dans trois boîtes de Pétri, avec une quantité définie de l'échantillon pour essai, si le produit est liquide, ou de la suspension mère pour les autres produits.
	Dans les mêmes conditions, ensemencement des dilutions décimales des autres boîtes, obtenues à partir de l'échantillon pour essai ou de la suspension mère. Incubation de ces boîtes en aérobiose à 25  C pendant 3, 4 ou 5 jours.
	Calcul du nombre de levures et moisissures par gramme ou par millilitre d'échantillon, à partir du nombre de colonies obtenues dans des boites choisies aux niveaux de dilution donnant un résultat significatif.
	b. Lecture
	Compter les colonies sur chaque boîte après 3,4 et 5 jours d'incubation. Après 5 jours, retenir les boites contenant moins de 150 colonies. Si des parties de boîtes sont envahies par des moisissures ou s'il est difficile de compter des colonies bien i...
	Expression des résultats
	Le nombre de levures et moisissures par gramme ou par millilitre est égal à :
	C : est la somme des colonies sur toutes les boîtes  comptées; n1 : est le nombre de boîtes comptées à la première dilution; n2:est le nombre de boites comptées à la seconde dilution; d :est la dilution à partir de laquelle les premiers dénombrements ...
	Le résultat doit être exprimé par un nombre compris entre 1,0 et 9,9 multiplié par 10x, x étant la puissance appropriée de 10.
	1. Méthode horizontale pour la recherche des Salmonella spp (ISO 6579, 2002)
	a. Principe
	La recherche de Salmonella nécessite trois phases successives.
	b. Pré-enrichissement en milieu non sélectif liquide
	Ensemencement de la prise d’essai dans de l’eau peptonée tamponnée à température ambiante, puis incubation à 370C ± 10C pendant 18 h ± 2 h.
	c. Enrichissement en milieux sélectifs liquides
	Ensemencement du bouillon Rappaport-Vassiliadis avec soja (bouillon RVS) et d’un bouillon Muller-Kauffmann au tétrathionate-novobiocine (MKTTn) avec la culture obtenue ci-dessus.
	Incubation du bouillon RVS à 41,5  C ± 1  C pendant 24 h ± 3 h et du bouillon MKTTn à 37  C ± 1  C pendant 24 h ± 3 h.
	d. Isolement et identification
	A partir des cultures obtenues, ensemencement de deux milieux sélectifs solides :
	- Gélose xylose lysine désoxycholate (gélose XLD).
	- Un autre milieu sélectif solide approprié, laissé au choix du laboratoire, complémentaire du milieu gélose XLD permettant la recherche de Salmonella lactose positive, incluant Salmonella Typhi et Salmonella Paratyphi.
	Incubation du milieu gélose XLD à 37  C ± 1  C puis examen après 24 h ± 3 h. Incubation du second milieu sélectif selon les recommandations du fabricant.
	’observation se fait par microscope optique aux grossissements (Gr : 100 .1, 25 . 10 . 0,25)
	Notre étude avait pour objectif  la comparaison entre les méthodes d’extraction de phycocyanine à partir de la Spiruline produite dans l’ouest de l’Algérie  en vue d’une optimisation. Ces travaux nous ont permis de conclure que l’extraction par sépara...
	La caractérisation de la phycocyanine de souche algérienne a permis de déterminer en termes de rendement sa valeur nutritionnelle et thérapeutique en polyphénols, en flavonoides et surtout son activité antioxydante tant recherchée dans le domaine médi...
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