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Résumé

Arthrospira platensis ou Spirulina platensis tout comme autres especes des cyanobacteries
constituent un groupe incroyablement ancien d'organismes procaryotes riches en acides ami-
nés, en vitamines et en oligoéléments. Elles produisent une variété de métabolites secondaires
importants sur le plan industriel, tels que les antibiotiques, les algicides, les antioxydants et

les stimulant du systéme immunitaire.

La présente ¢tude s’est basée sur une caractérisation phénotypique de cinq souches cibles : E.
coli, B. cereus, S. aureus, Proteus sp et C. albicans et sur la détermination de 1’activité anti-

microbienne de deux extraits de Spirulina plantensis sur ces cing souches caractérisées.

L’extraction a été effectué par deux méthodes : par macération et par soxhlet, en utilisant

deux solvants : I’éthanol et I’acétate d’éthyle.

Selon les résultats obtenus, les deux extraits de Spirulina platensisont montreé différents degrés
d'activité antimicrobienne. Les diamétres de la zone d’inhibition des varientde 8mm a 17mm.

Cette variation est dépendante de la méthode d’extraction et de la souche cible testée.

Mots clés : Spirulina plantensis, activité antibactérienne, activité antifongique.




Abstract

Arthrospira platensis or Spirulina platensis, like other species of cyanobacteria, are an incre-
dibly ancient group of prokaryotic organisms rich in amino acids, vitamins and trace ele-
ments. They produce a variety of industrial-important secondary metabolites, such as antibio-
tics, algicides, antioxidants and immune system stimulants.

This study was based on a phenotypic characterization of five target strains : E. coli, B. ce-
reus, S. aureus, Proteus sp, and C. albicans and the determination of antimicrobial activity of

two extracts of Spirulina plantensis on these five characterized strains.

Extraction was carried out by two methods : maceration and soxhlet, using two solvents :
ethanol and ethyl acetate.

Based on the results obtained, the two extracts of Spirulina platensis showed different degrees
of antimicrobial activity. The diameters of the inhibition zone range from 8mm to 17mm. This

variation is dependent on the extraction method and the target strain tested.

Keywords : Spirulina plantensis, antibacterial activity, antifungal activity.
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Introduction

La spiruline (Arthrospira platensis ou Spirulina platensis) est une cyanobacterie filamenteuse
riche en protéines, vitamines et diverses substances d'intérét, et ne présente aucune toxicité
connue. L'utilisation de la spiruline comme aliment et son commerce remontent a il y a long-
temps. Cependant, avant 1970, cette utilisation était restreinte a certaines zones limitéesdes
régions intertropicales, zones ou les algues vivaient spontanément dans de nombreux lacs
chauds (température supérieure a 30°C) a pH alcalin et a salinité élevée. La popularité des
propriétés nutritionnelles de cette cyanobactéries en tant que complément alimentaire riche en
protéines, vitamines et diverses substances d'intéréta suscité une demandegénératrice d’un

marché actuellement en expansion.

Aux Etats-Unis, au Japon, en Inde, en Chine, en Thailande, a Taiwan et ailleurs, de nom-
breuses entreprises se consacrent a la culture et a la commercialisation de la spiruline. Actuel-
lement, la production mondiale dépasse les 3 000 tonnes de matiére seche par an (Trabel-
si,2011).

La Spiruline a été largement étudiee et son usage maintenant est répandu dans le monde entier
comme un produit alimentaire et comme un complément alimentaire, qui a attiré I'attention
des chercheurs depuis de nombreuses années, comme indique les centaines de publications
dans ses divers aspects. Son potentiel bénéfique a été expérimentalement prouvé in vitro et in
vivo pour traiter certaines pathologies et dans la prévention de I'hypercholestérolémie, cer-
taines maladies inflammatoires, les allergies, le cancer, la toxicité induite par le médicament,
les infections virales, les maladies cardiovasculaires, le diabéte et certains pathologie (Ferhat
et Lakehal,2019).

La recherche de plantes ayant une activité antimicrobienne a pris une importance croissante
ces derniers temps, en raison de l'inquiétude mondiale grandissante face a l'augmentation
alarmante du taux d'infection par des micro-organismes résistants aux antibiotiques. Bien
qu'extrémement efficaces, les antibiotiques sont capables d'induire une résistance chez les
bactéries. Depuis 450 ans, la résistance bactérienne est le principal facteur responsable de
l'augmentation de la morbidité, de la mortalité et des colts des soins de santé liés aux infec-

tions bactériennes(Mala et al.,2009).

Il existe donc un besoin urgent de développer des agentsalternatifs, qui devraient étre exempts
d'effets secondaires. Les composés naturels sont plus acceptables sur le plan environnemen-
tal(El-Monem et al., 2018).



Le mécanisme de défense contre les antibiotiques est largement présent chez les bactéries (par
exemple Pseudomonas, Klebsiella, Enterobacter, Acinetobacter, Salmonella, Staphylococcus,
Enterococcuset Streptococcus) et est devenu un probléeme de santé mondial. Cependant, au
cours des trois dernieres décennies, les chercheurs se sont intéressés de plus en plus aux pro-
duits naturels issus des plantes pour la découverte de nouveaux agents antimicrobiens et an-
tioxydants. Plusieurs espéces d'algues ou cyanobactéries contiennent des composés bioactifs
naturels qui agissent comme de puissants agents antimicrobiens. Les espéces de spiruline, par
exemple, possédent de précieux composés antimicrobiens, antiviraux et antioxydants (Mala et
al.,2009).

Ce travail a permis de réaliser trois parties principales :

-La premiére partie concerne 1’identification phénotypiques des souches tests pour confirmer

leur pureté. Cette partie est effectué par une étude microscopique et des tests biochimiques ;

-la deuxiéme partie s’intéresse a 1’extraction des extraits de la poudre de Spirulina plantensis

par deux méthodes et deux solvants différents ;

-La troisieme et la derniére concerne la réalisation des tests sur les effets antimicrobiens des

extraits obtenus contre des souches cibles.
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l. Les cyanobacteries

1. Définition
Les cyanobactéries sont des organismes ayant a la fois certaines caractéristiques des bactéries
mais également des plantes. Eneffet, ce sont des procaryotes de structure cellulaire proche de
celle des bactéries et qui possedent des pigments photosynthétiques analogues a ceux que 1’on
peut retrouver chez les végétaux. Elles sont donc capables d’effectuer la photosynthése avec

dégagement d’oxygéne. Cette double appartenance les a longtemps fait appeler algues bleues,

cyanophycées ou cyanoprocaryotes(CHARDONNET ,2007).

2. Description

Les cyanobactéries forment un des groupes bactériens les plus larges et les plus diversifiés
écologiquement. Elles sont présentes dans pratiqguement tous les environnements et consti-
tuent un des acteurs majeurs de la biomasse et de la production végétale sur terre. Ce sont
également les seuls procaryotes a réaliser une photosynthése oxygénée, en utilisant 1’eau
comme donneur d’électrons, similaire aux algues et aux plantes supéricures (TRABEL-

S1,2009).

Les cyanobactéries sont des procaryotes a paroi Gram négative et elles sont classées parmi les
eubactéries. En effet les cyanobactéries, comme les bactéries vraies, ne posseédent pas de
noyau individualisé. Elles sont dépourvues de membrane nucléaire, de nucléoles et de chro-
mosomes différenciés. La partie centrale de la cellule renferme seulement des granulations de
chromatine qui représentent un appareil nucléaire trés simple. Le cytoplasme lui aussi est
simple, en effet, les mitochondries, les dictyosomes et le réticulum endoplasmique n’y sont
pas représentés. Les thylakoides qui supportent les pigments photosynthétiques, ne sont pas
rassemblés en chloroplastes. La paroi cellulaire est par ailleurs caractérisée par la présence
d’une couche rigide de peptidoglycane (TRABELSI,2009).

Parois

Carboxysome

Cyanophycine

Thylakoides

Vacuole gazeuse

Membrane plasmigque

ADN

Ribosome

Figure 1 :structure d'une cellule de cyanobactérie (Trabelsi,2009)




3. Diversité morphologique

Les cyanobactéries présentent une grande diversité de formes et de tailles. Elles sont cepen-

dant regroupées en trois grands types d’organisation morphologique :
-Unicellulaire,

-Coloniale

-Filamenteuse pluricellulaire.

Les cyanobactéries unicellulaires peuvent présenter des formes de type sphérique, cylin-
drique ou encore ovoide. La multiplication cellulaire de ces individus se fait par fission bi-
naire. Les organismes présentant ce type de morphologie et ne formant pas de colonies sont
géneralement des picocyanobactéries dont la taille est supérieure a 2-3 um. Les formes uni-
cellulaires peuvent également former des agrégats ausein d’un mucilage (composé entre
autres d’exo polysaccharides) suite a des divisions cellulaires multiples et former des colo-

nies de forme plus ou moins réguliére selon les especes considérées (O/Chroococcale).

Les formes filamenteuses (ou trichomes), issues de divisions cellulaires sur un plan unique,
présentent des organisations de type unisériées (O/Oscillatoriales, O/Pseudanabaenales,
O/Nostocales) ou plurisériées (une ou plusieurs séries de cellules jointives). Certaines d’entre
elles sont pourvues d’une gaine de polysaccharides, ou sont entourées d’une couche de muci-
lage ou encore présentent des ramifications (vraies ou fausses, O/Stigonematales,). Les
formes filamenteuses se dispersent généralement par fragmentation du trichome au niveau de

cellules dégénérescentes appelées nécridies (BERNARD,2014).
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Figure 2 : Principaux plans d'organisations des cyanobacteries (BERNARD,2014)

4. Multiplication

La reproduction des cyanobactéries est une reproduction végétative, c'est-a-dire une reproduc-
tion asexuée, elle se produit par division binaire de la cellule mere en deux cellules filles, en
bourgeonnement ou en divisions multiples. Selon les especes et les conditions environnemen-
tales, le temps de doublement de la population varie de quelques heures a quelques jours.
Chez les formes unicellulaires la division successive de la cellule mére libére des nanocytes
ou baeocytes. Ainsi, les formes filamenteuses se dispersent par fragmentation au niveau des

nécridies (cellules dégénérescentes) libérant de courts trichomes ou filaments (les hormogo-
nies) (ENORA,2008).
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Il.  Spirulina

1. Définition et habitat

De son nom scientifique Arthrospira platensis, la spiruline est une cyanobactérie multicellu-
laire et filamenteuse qui a acquis une popularité considérable dans le secteur de la santé, de
I'industrie alimentaire et des aquacultures. 1l se développe et pousse dans I'eau, peut étre récol-
té et transformé facilement. 1l a une teneur trés élevée en macro et micronutriments, en acides
aminés essentiels, en protéines, en lipides, en vitamines, en minéraux et en anti-oxydants. La
spiruline est considérée comme un complément alimentaire complet pour lutter contre les

carences de malnutrition dans les pays en développement (Ruma et al. ;2017).

C'est un organisme procaryote qui partage avec les plantes la capacité d’effectuer de la pho-
tosynthése. A partir des composés minéraux, d’eau et de ’énergie lumineuse captée grace & la

chlorophylle, il transforme le gaz carbonique et dégagent de I’oxygene (Ahounou,2018).

La spiruline se développe dans des eaux chaudes, alcalines et riches en nutriments azotés et
phosphorés. Elle s’observe plus communément dans les eaux saumatres ainsi que dans les lacs

salins de régions tropicales et semi-tropicales (Sguera ,2008).

Son caractere thermophile et ses besoins importants en lumiére limitent son aire de répartition
a une bande intertropicale située entre 35° de latitude Nord et 35° de latitude Sud. Ainsi on la
retrouve généralement dans les lacs alcalins en Afrique (Tchad, Ethiopie, Tunisie), en Amé-
rique latine (Mexique, Pérou) et en Asie du sud (inde, sri Lanka, Thailande). Il s’agit certes
d’un organisme cosmopolite mais il est beaucoup moins abondant en Amérique du Nord et en

Europe (Charpy et al. ; 2008).
Son habitat naturel est donc une eau :

natronée (contenant du bicarbonate de sodium nature) dont le pH doit étre compris entre 8,5 et
11, saumatre (de 20 a 70 g de sel par litre d’eau), Chaude (entre 35 et 40°C), la croissance
varie durant la journée, en dessous de 15°C et au-dessus de 39°C, elle s'arréte, ou le rayonne-
ment solaire est important (donc soit sous les tropiques soit en altitude), riche en nutriments
apportés par les affluents des lacs et des sols (fer, azote, urée, acide phosphorique, sulfate de
magnésium...).riche en gaz carbonique et oxygene. Par ailleurs ce milieu chaud et alcalin, et
la forte concentration en bicarbonate sont peu propices a la prolifération d’autres micro-

organismes, garantissant une propreté microbiologique (Manet,2016).




Tableau 1: Quelques sites naturels de Spirulina plantensis (Sguera,2008)

Afrigue
Algérie
Tchad

Soudan
Djibouti
Ethiopie

Congo
Kenya
Tanzanie
Tunisie
Zambie
Madagascar
ASIE

Inde
Myanmar

Sri Lanka
Pakistan
Thailande

AMERIQUE DU SUD

Pérou

Mexique
Uruguay
Equateur

AMERIQUE DU NORD

Californie
Haiti

République Dominicaine

EUROPE
Hongrie
France

AUTRES SITES POSSIBLES

Tamanrasset

Région du Kanem : lacs Latir, Ouna, Bor-
kou, Katam, Yoan, Leyla, Bodou, Rombou,
Moro, Mombolo, Liwa, Iseirom, Ounianga
Kébir

Cratere de Djebel Marra

Lac Abber

Lacs Aranguadi, Lesougouta, Nakourou,
Chiltu, Navasha, Rodolphe

Mougounga

Lacs Nakuru, Elmenteita, Cratere, Natron
Lac Natron

Lac Tunis ; Chott el Jerid

Lac Bangweoulou

Beaucoup de petits lacs pres de Toliara

Lacs Lonar et Nagpur

Lacs Twyn Taung, Twyn Ma et Taung
Pyank

Lac Beira

Mares prés de Lahore

Lacs d’effluents d’une usine de tapioca,
province de Radburi, 80 km au S.O. de
Bangkok

Réservoir d’eau pres de Paracas Pres de I’lle
d’Amantani dans le lac Titicaca

Lac Texcoco ; lac Cratéere

Montevideo

Lac Quiliotoa : cratere de 1km de diametre

Oakland ; Del Mar Beach
Lac Gonave
Lac Enriquillo

Non précisé
Camargue

Partout ou vivent le flamant nain, Phoenoconaias minor (Afrique et Asie) et le flamant de
James, Phoenicoparrus jamesi (Amérique du sud)

Ethiopie
Kenya

Lac Abiata
Lac Rodolphe ; lac Hannington
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Tanzanie Lac Manyara ; lac Rukua

Zambie Lac Mweru

Botswana Makgadigka Salt Pans

Namibie Etosha Salt Pan

Afrigue du Sud Etat libre d’Orange, prés de Vaaldam

Bolivie Lacs Colorado, Poopo, Chalviri, Salar de
Uyuni

Chili Aguas Calientes, Lagunas Brava, lac Vila-
ma, Salar de Surire

Mauritanie Cote sud

Inde Rann of Kutch ; Gujarat

Madagascar Cote Ouest

2. Morphologie et caractéres généraux

La Spiruline est une cyanophycée microscopique d’une longueur moyenne d’environ 250pum.
Elle est composée de filaments mobiles de 10 a 12 um de diamétre non ramifiés et enroulés

en spirale, généralement en 6 ou 7 spires (Goulamabasse,2018).

Cette forme hélicoidale Iui donnant 1’allure d’un minuscule ressort ce qui lui a valu son ap-

pellation de « Spiruline » (Charpy et al.,2008).

PV /o
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Figure 3 :Spiruline vue au microscope (Goulamabasse,2018)

Cependant les Spirulines présentent différentes formes (figure2). On trouve des formes spira-
lées classiques (figure 2A), ondulées (figure2B) et parfois droites (figure 2C). Cette particula-
rité est en relation directe avec les conditions écologiques rencontrées dans leur habitat (Gou-
lamabasse ,2018 ; Charpy et al. ;2008).
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Figure 4 :Les différentes aspect de la Spiruline (Charpy et al. ;2008)

Plus précisément, la Spiruline est constituée de cellules transparentes empilées bout a bout
formant ainsi un filament ou trichome. L’enroulement du trichome sur lui-méme s’effectue
suivant le sens des aiguilles d’une montre lorsqu’on regarde au-dessus de la spirale. Les fac-
teurs environnementaux telles les températures auraient cependant une influence sur

I’orientation de 1I’hélice, (Muhling et al. ; 2003).

Cette morphologie typique lui permet de se déplacer dans I’eau en adoptant le mouvement
d’une vis. Le systéme pigmentaire de la Spiruline est constitué¢ de chlorophylle a ; de pig-
ments hydrosolubles, les phycobilines rouge (phycoeérythrine) et bleu (phycocyanine) ; de

caroténoides (3-caroténe, cryptoxanthine) (Charpy et al. ;2008).

3. Classification

La spiruline a été décrite pour la premiere fois par Wittrock et Nordsted en 1844 sous le nom

de Spirulina jenneri plantensis Nordsted (Vonshak, 1997).

En 1960, la distinction entre les procaryotes et les eucaryotes est établie. Elle se base sur la
différenciation d’organisation cellulaire. En 1962 Stanier et ses collaborateurs constatérent
que cette « algue bleue verte » était dépourvue de compartiments cellulaires. Elle fait donc
partie des procaryotes. Ils proposérent de deésigner ce microorganisme « cyanobactérie », avec
un préfixe d’origine Grec « cyano, cyan » du nom du pigment bleu la phycocyanine qui la

compose (Nicoletti, 2016).

Cette nouvelle désignation est acceptée et figure pour la premicre fois au « Bergey’sManual

of Determinative Bacteriology » en 1974 (Vonshak, 1997).

On la classe selon Ripley Fox (1999) (Ferhat et Lakehal,2019) :
Régne: Monera

Sous régne : Prokaryota ; Phylum : Cyanobacteria

Classe : Cyanophyceae
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Ordre : Nostocales

Famille : Oscillatoriceae

Genre : Arthrospira

Espéces :Arthrospira platensis

Cependant il existe plusieurs espéces en fonction du lieu de découverte (Manet,2016) :
A. platensis Nordstedt la plus commune est celle ou il existe le plus d'études, retrouvée au
Tchad, Congo, Ethiopie, Afrique du Sud...

- A. geitleri Stizenberger ou A. maxima Stizenberger retrouvée au Mexique

- A. paracas Planchon retrouvée au Pérou.

- A. subsala Oersted retrouvée en mer

- A. major Kutzing, A. jenneri Stizenberger

De nouvelles especes ont émergé aprés des améliorations pour développer des souches plus
résistantes, plus productives et ayant la meilleure qualité nutritionnelle. Selon des articles, la
spiruline a deux noms de genre. La confusion entre Spiruline et Arthrospira est due au fait
qu'Arthrospira stizenberger (initialement nommé par M. Stizenberger) et Spiruline turpin
(forme propre) ont été unifiées en Spiruline par M. Geitleren 1932en se basant uniquement
sur leur formeen spirale. Bien que leurs différences morphologiques soient rappelées dans

Tableau 2, les deux noms de genre existent toujours(Manet,2016).

Tableau 2:Comparaison entre les genres Spirulina et Arthrospira (Manet,2016).

Arthrospira Spirulina

Trichomes en hélice ouverte Trichomes en hélice presque fermée

Paroi cellulaire visible si les vacuoles a gaz | Paroi cellulaire difficilement visible (gaine

ne sont pas trop nombreuses non prononcée)

Cellules de 6 a 12 um de large, possibles | Cellules de 2 a 4 um de large, de forme non
constrictions entre les cellules adjacentes fixe et avec peu ou pas de constrictions entre

les cellules adjacentes

Mobilité par rotation Mobilité permanente par rotation

La reproduction s'effectue par scission | Reproduction probable par rupture trans
simple ou multiple, par bourgeonnement ou | cellulaire du trichome

encore par fragmentation au hasard
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ADN : 43% de G+C ADN : 44 2 53% de G+C

En 1962, les taxonomistes distinguent les procaryotes des eucaryotes. Les algues sont classées
comme procaryotes. Mais au final, la Spiruline est au carrefour entre le regne des bactéries
(échangeant des informations génétiques entre elles), le regne des plantes (contenant de la
chlorophylle), et le régne des animaux (la paroi cellulaire ne contient pas de cellulose (Ma-
net,2016).

4. Reproduction

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 :
- la fragmentation des trichomes,
- puis les cellules s’¢largissent, le trichome mature,

- et se divise en filaments par fission binaire, ces filaments prenant une forme hélicoidale
(Manet,2016).

:fﬁ—r gi@w—-

X
%{ Hormogoriies
% Q/ 5

Figure 5 :Cycle biologique de la Spiruline (Charpy et al.,2008)

5. Description

5.1. Deécouverte et historique

II est admis par la communauté scientifique que I’apparition des cyanobactéries date de 3,5

milliards d’années, constituant ainsi les plus anciennes formes de vie sur terre. (Ahonou,2018)

A la période précambrienne (2,5- 0,5 milliards d’années), les cyanobactéries ont constitué

I’essentiel de la biomasse et ont alors permis un accroissement du taux d’oxygene et une di-

14




minution du taux de CO2 de ’atmosphére terrestre. Un héritage vivant de cette « Ere des cya-

nobactéries » est constitue par les stromatolithes en Australie (figure 3) (Bernard, 2014).

Figure 6 :Stromatolithes en formation (Bernard ,2014)

Elles constituent aussi le socle de la vie dans les océans puisqu’elles sont a 1’origine de la
grande diversité du phytoplancton. Elles résistent aux conditions les plus extrémes notamment
grace a leur capacité a se rétracter en un agrégat de plusieurs milliers de filaments lorsque les
conditionsde température ou d’hydratation leurs sont défavorables, elles conservent au centre
de leurs capsules un minimum d’humidité nécessaire a leur survie dans 1’attente d’une amé-

lioration des conditions extérieures : on parle alors d'état de dormance (Ahounou,2018).

Bien que déja décrite par Wittrock et Nordstedt en 1844, I'algue ne fut vraiment redécouverte
que quelques 450 ans aprés par le botaniste 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 eécumaient la surface des mares aux environs du lac Tchad, mares riches en carbo-
nates de sodium, a la recherche de la fameuse algue abondante sur ce lac et récoltée sous
forme d'une purée bleu-vert. Cette purée était ensuite utilisée dans la préparation de gateaux
vendus dans la région et appelé « dihé ». Un phycologiste francais Dangeard avait examiné
ces gateaux des 1940 et avait constaté qu'ils étaient faits d'une algue bleue comestible. Com-
pére constata, en étudiant des échantillons qu'avait ramené Léonard de son expédition, qu'en
effet les gateaux contenaient essentiellement I'algue bleue Spirulina platensis. Les chercheurs

belges démontreront qu'ils sont extrémement riches en protéines (Sguera ,2008).
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Figure 7 :Photo d'une femme kanembou écrémant la Spiruline du Lac Rombou_(Sguera,2008)
En effet, elle est non seulement consommée depuis de nombreuses genérations en Afrique,
mais on a également constaté, en relisant certains chroniques de la conquéte espagnole décri-
vant la vie des Azteques, et ces derniers la consommaient déja a cette époque. Le conquista-
dor espagnol Cortes rapporte dans ses mémoires cette curieuse habitude qu’avaient les Indiens
de promener a la surface des lacs des filets trés serré, pour récolter une sorte de boue verdatre,
qu’ilsfaisaient sécher au soleil, pour la transformer et s’en servir. Cette galette, nommée <<te-
cuitlatl>> par les Aztéques, constituaient leur aliment de base. Ainsi, les Aztéques récoltaient

la spiruline de la méme maniére que le peuple kanembou pour s’alimenter (Joris,2015).

Cependant, la récolte de spiruline s’effondra en méme temps que I’empire Aztéque et ne fut
redécouverte en ce lieu, que quatre siécles plus tard, de facon inattendue. En effet, dans les
années 1970, au Mexique, la société Sosa Texcoco exploitait les eaux alcalines souterraines
du lac Texcoco. L’extraction du carbonate de sodium était perturbée par une minuscule algue
qui obstruait le systéme,l’algue qui génait tant I’extraction était consommeée depuis des années
par les peuples du lac Tchad, la spiruline. Apres son identification 1’ingénieurfrangais, Hubert
Durand-Chastetchadl qui dirigeait la société Sosa Texcoco etl’Américain Ripley Fox, com-
mencérent la culture de la spiruline, car ils voyaient en elle, un complément alimentaire

d’exception et la solution au probléme de la faim dans le monde (Joris,2015 ; Manet,2016).

Et en 1967, la spiruline fut nommée comme wonderful future food source par the Internation-
nal Association of Applied Microbiology. En 1974, La FDA reconnait les bienfaits de la spi-
ruline. Cette méme année, the United NationsWorld Food Conference déclare la spiruline
comme « best food for the future ». Elle peut étre 1également commercialisée comme nourri-
ture ou complément nutritif si elle est étiquetée correctement et qu'elle ne contient pas de

substances contaminées ou altérées et peut étre ainsi incorporée dans des produits alimentaires
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(pétes, barre de céréales, composant de salade...). Elle peut aussi étre utilisée comme colorant

alimentaire.

En France, il aura fallu 10 ans pour que le Conseil Supérieur d’Hygiéne Publique donne un

avis favorable a la consommation d’algues en 1984.

En 1979, la spiruline arriva dans les premiers magasins au Etats-Unis. La méme année fut
créée en Californie une firme, Earthrise Spirulina Compagny, aujourd’hui leader mondial sur

le marché de la spiruline (Manet,2016).
5.2.  Composition de la spiruline

La composition de la spiruline varie selon les conditions de culture, la période de récolte,
I'origine géographique, le procédé de récolte, de séchage, de broyage, de conditionnement,
mais aussi par le taux d'ensoleillement et de ce fait certains industriels modifient les milieux
de culture afin que la spiruline produite soit plus riche en fer, en zinc ou encore en acides gras
(Goulamabasse ,2018).

En moyenne, la spiruline contient en poids sec jusqu'a 70 % de protéines.Outre une concentra-
tion en protéines tres importante, la spiruline contient énormeément de micronutriments tels

que des vitamines, des minéraux et des pigments fortement antioxydants :

- Des protéines végétales completes hautement assimilables.

- 12 vitamines : Béta-caroténe, D, E, K, B1, B2, B3, B5, B6, Inositol (B7), B8, B9, B12,

-11 minéraux et oligoéléments : Calcium, Fer, Magnésium, Phosphore, Potassium, Zinc,
Cuivre, Manganese, Sodium, Chlore, Sélénium,

18 acides amines dont 8 essentiels ;

- 3 pigments : Phycocyanine, Chlorophylle, Caroténoide ;

- Des enzymes dont la superoxyde dismutase ;

- 7 acides gras essentiels : AC. Palmitique, AC. Palmitoléique, AC. Stéarique, AC. Oléique,
AC. Linoléique...

-Des glucides (Robin,2017).
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Proteines

Mineraux

Figure 8 :Composition de la Spiruline (Robin,2017)
Protéines = 65 % en poids

Glucides = 15 % en poids

Minéraux = 7 % en poids

Lipides = 6 % en poids

Fibres = 2 % en poids

Eau =5 % en poids

Contenu énergétique = 5000 calories ou 20,9 kJ/ gramme sec.

5.3.  Conditions physiques et chimiques de croissance

Pour se développer, la Spiruline a besoin d’éléments minéraux simples tels I’eau, les sels
minéraux, le CO2 et I’O2 qu’elle puise directement dans son milieu tout en utilisant la lu-
miére solaire comme source d’énergie grice a son systéme pigmentaire. Ce mode de synthese
de biomasse est la photo autotrophie. La Spiruline croit dans des milieux naturels caractérisés
par des eaux saumatres, chaudes, alcalines (8< pH <11,5) et natronées (fortement concentrées

en carbonates et bicarbonates) de la zone intertropicale (Charpy et al. ;2008).

En regle générale les phosphates, les carbonates, les nitrates et le fer, sont les éléments limi-
tants de la production phytoplanctonique dans les milieux aquatiques. La Spiruline se déve-
loppe dans des eaux chaudes (28 a 40°C) et bénéficiant d’une intensité lumineuse élevée. Le
vent joue un réle important en créant une agitation qui favorise une dispersion homogene de
la Spiruline dans le milieu, et donc son exposition a la lumiere.
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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 efflo-
rescences, la consommation des carbonates et bicarbonates entraine une augmentation du pH
limitant ainsi la croissance des autres microorganismes (Goulamabasse ,2018 ; Charpy et al.
;2008).

6. Intéréts de la spiruline

En raison de sa culture facile, elle est utilisée dans le domaine animal comme complément
protéique. En médecine humaine, elle a été proposée comme additif alimentaire ou comme
nutriment a part entiére dans les pays a problemes nutritionnels. De maniere plus générale, en
matiére nutritionnelle tant dans les pays riches que dans les pays pauvres, cette algue fait
I’objet d’un véritable « culte », dans de nombreuses publications internet (2600 sites a ce jour
a partir du mot clé « spiruline ») avec des résultats réputés spectaculaires dans la malnutrition
infantile, sans arguments scientifiques. Elle a méme été testée in vitro contre le virus du sida
(Branger et al. ;2003).

6.1. Intéréts nutritionnels

La spiruline est tres appréciée pour ses nombreuses propriétés particulierement intéressantes
sur le plan nutritionnel telles que sa composition protéique équilibrée, la présence de lipides
essentiels rares ainsi que de nombreux minéraux et vitamines. Dépourvue de paroi cellulo-
sique, la spiruline est facile a digérer crue ou sechée. De nombreux tests nutritionnels ont

prouvé la biodisponibilité de ses micronutriments (Raphaélle et al. ;2012).
6.1.1. Protéine et en acides aminés

La spiruline est un aliment tres riche en protéine. Ainsi, comme l'indique le tableau ci-
dessous la spiruline contient la plupart des acides aminés et notamment tous les acides aminés
essentiels constituant prés de 60% du poids total des protéines. Ce spectre d'acides aminés
montre que la valeur biologique des protéines de la spiruline est élevée et pourrait sirement

étre optimisée par les procédés de culture (Sguera,2008).

D’un point de vue qualitatif, les protéines de la spiruline sont completes, puisqu’on y retrouve
tous les acides aminés essentiels (valine, isoleucine, leucine, lysine, méthionine, phénylala-

nine, thréonine, tryptophane) (Ahounou,2018).
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Tableau 3: Composition en acides aminés de la Spiruline (Manet,2016)

Acides aminés Masse en mq /10g de spiru-

line

Acides aminés essentiels

Isoleucine 350
Leucine 540
Lysine 290
Meéthionine 140
Phénylalanine 280
Thréonine 320
Tryptophane 90

Valine 400

Acides aminés non essentiels

Alanine 470
Arginine 430
Acide aspartique 610
Cystéine 60

Acide glutamique 910
Glycine 320
Histidine 100
Proline 270
Serine 320
Tyrosine 300

. Plusieurs études ont montré que la spiruline possede des niveaux protéiques similaires a

ceux de la viande et du soja. De plus, I’absence de paroi confére a la spiruline une bonne di-

gestibilité, entre 75 et 90%. Ainsi elle ne nécessite ni cuissons ni traitements spéciaux pour

rendre ces protéines disponibles (Manet,2018).
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Figure 9 : Positionnement de la Spiruline par rapport a d'autres aliments en termes de taux de
proteines (Goulamabasse,2018)

6.1.2. Lipides

Les lipides représentent, généralement, que 6 a 8% de poids sec de la spiruline, mais ils peu-
vent atteindre jusqu’a 11%. Ces variations quantitatives et qualitatives sont dues aux condi-

tions de culture, méthode d’extraction utilisée et aux variétés de spiruline.

La teneur en lipides totaux se caractérise par un bon équilibre entre acides gras saturés et
acides gras polyinsaturés. Les lipides peuvent se repartir en deux fractions : une fraction sa-
ponifiable (acide gras) 83% et une fraction insaponifiable 17% (Joris,2015 ; Charpy et
al. ;2008).

6.1.2.1. Fractions saponifiables (acides gras)

Les acides gras font partie intégrante des lipides qui sont des nutriments indispensables au
systeme nerveux, systéme cardiovasculaire et a la peau. Ils jouent un role énergétique et cons-
tituent au maintien de la chaleur corporelle. De plus, ils véhiculent les vitamines liposolubles
(A, D, E, K) et contribuent a leur absorption. La fraction saponifiable, représentant 4,9 a 5,7%
de la matiere séche de la spiruline, est essentiellement composée de monogalactosyl diglycé-
ride et de digalactosyl diglycéride (23%), de sulfoquinovosy! diglycéride (5%) et de phospha-
tidyl glyceérol (25,9%). Les triglycérides ne sont présents qu’a de trés faibles taux (0,3%). La
phosphatidyl choline, la phosphatidyl éthanolamine et le phosphatidyl inositol ne sont pré-

sents qu’en tres faible quantité (Goulamabasse,2018).
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Tableau 4: Pourcentages des principaux acides gras de la Spiruline (Goulamabasse,2018)

Acides gras % des Acides gras totaux
Palmitique (16 :0) 25.5

Stéarique (18 :0) 1.7

Palmitoléique (16 :1)oméga — 6 3.8

Oléique (18 :1) oméga — 6 16.6

Linoléique (18 :2) oméga-6 40.1

Gamma-linolénique (18 :3) omé- | 40.1

ga-6

Alpha-linolénique (18 :3) oméga-3 | Traces

La spiruline figurerait parmi les meilleures sources connues d’acide gamma-linolénique, avec
le lait humain, et quelques huiles végétales peu connues (huile d’onagre, de bourrache, de
pépin de cassis et de chanvre). La présence d'acide gamma-linolénique est a souligner du fait
de sa rareté dans les aliments courants et que ¢’est un précurseur de médiateurs chimiques des

réactions inflammatoires et immunitaires (Charpy et al. ;2008).
6.1.2.2. La fraction insaponifiable

La fraction insaponifiable de la spiruline représente 1,1 a 1,3% de la matiere séche et environ
13% de la fraction lipidique totale. Elle est constituée de stérols, de terpénes, de paraffines, et

de pigments.

- La quantité de stérols (dont le cholestérol) retrouvée dans la spiruline est tres faible, variant

entre 0 a 0,015% de son poids sec
-Les alcools terpéniques représentent 5 a 10% de la fraction insaponifiable.

- Enfin, les hydrocarbures saturés (paraffines) représentent entre 0,1 et 0,3% de la spiruline
séche, avec majoritairement du n-heptadécane pouvant dans certaines conditions étre toxique

(notons qu’on en retrouve dans certaines levures alimentaires & hauteur de 0,1 a 0,5%)

(Ahounou,2018).

6.1.3. Glucides

Premiéres sources énergétiques de 1’organisme, les glucides constituent 15 a 25% du poids
sec de la spiruline.Les glucosamines et I’acide muramique associés a des peptides, constituent

la paroi cellulaire des spirulines.Bien que non digestibles, ces parois sont relativement fragiles
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et rendent le contenu cellulaire tres accessible aux enzymes de digestion : un avantage impor-
tant par rapport aux organismes pourvus de parois cellulosiques (levures, chlorelles...) (Ahou-
nou,2018 ; Goulamabasse,2018).

L’essentiel des glucides assimilables sont des polyméres : glucosanes aminés rhamnosannes
aminés et du glycogéne. Tandis que les glucides simples comme le glucose, le fructose, et le
saccharose, ainsi que les polyols comme le glycérol, le mannitol et le sorbitol, ne sont pre-

sents qu’en tres faibles quantités (Ahounou,2018).
Les composés glucidiques importants par leurs propriétés sont :

- Les cyclitols :Présents sous forme phosphorylée, les cyclitols correspondent a 2-3 % de la
matiére séche de la Spiruline. lls se composent essentiellement de meso-inositol phosphate
qui constitue une source de phosphore organique ainsi que d’inositol (350-850mg de matiére
seche). Cette teneur en inositol serait environ huit fois celle de la viande et plusieurs centaines
de fois celle des végétaux les plus riches en cette molécule. Les cyclitols phosphatés sont aus-
si des capteurs de calcium qui peuvent avoir un effet décalcifiant si 1’apport en calcium deve-

nait insuffisant (Charpy et al. ;2008).

- Deux polysaccharides complexes sulfatés et spécifiques de la spiruline : spirulane-calcique
(Ca-Sp) et du spirulane-sodique (Na-Sp). Le Ca-Sp a fait I’objet de nombreuses études pour

ses propriétés antivirales, anticoagulantes, et immunostimulantes (Christophe et Denis,2011).

-Un nouveau polysaccharide d’un poids moléculaire élevé a été isolé chez Spirulina platensis.
Cet activateur potentiel des monocytes et macrophages humains a été nommé « Immulina ».
Ce polysaccharide, structurellement complexe et fortement hydrosoluble, représente entre
0,5% et 2% du poids sec de cette cyanophycée.ll a été étudié pour ses propriétés immunomo-

dulatrices et antimicrobiennes (Ahounou,2018 ; Goulamabasse,2018).
6.1.4. Vitamines

Les vitamines sont des substances organiques nécessaire en faible quantité et ayant un role
dans le développement, le fonctionnement et I’entretien de 1’organisme. Hormis la vitamine D
qui est synthétisée au niveau de la peau, les autres vitamines doivent étre apportées par
I’alimentation en quantit¢é minimes, quelques milligrammes voire microgrammes par jour

(Manet,2016).
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Tableau 5: Composition en vitamines

Composition Pour 10g de spiruline

Vitamines liposolubles

Vitamine A 15a24 mg
Vitamine E 0.5a19mg
Vitamine K 0.2mg
Vitamines hydrosolubles

Bl 0.35mg

B2 0.35mg

B3 1.46mg

B5 0.5-10mg
B6 0.08mg

B8 0.5ng

B9 0.01g

B12 0.015-0.032mg

6.1.4.1. Les vitamines liposolubles

Le B-caroténe représente 80% des caroténoides contenu dans la spiruline, les 20% restants
sont de la phycoxanthine et de la cryptoxanthine. Ces deux caroténoides sont convertis en
vitamine A uniqguement par les mammiferes. La vitamine A est retrouvée dans les aliments
d’origine animale (foie, huile de foie de morue, poissons, ceufs et laitages) sous forme de réti-
nol, directement utilisable ; dans les végétaux c'est son précurseur, le B-caroteéne, ou provita-
mine A, uniquement transformé selon les besoins de 1’organisme qui est retrouve. 4 g de spi-

ruline apportent autant de B-caroténe que 100 g de Iégumes de couleurs vives (Manet,2016).
6.1.4.2. Vitamines hydrosolubles

Les vitamines hydrosolubles ne peuvent pas étre stockées dans I’organisme (excepté la
vitB12), ce qui signifie que leur apport doit étre assurées quotidiennement par notre alimenta-

tion.

Parmi les vitamines hydrosolubles, on retrouve la vitamine B12 en trés grande quantité. La
Spiruline en contient 4 fois plus que le foie cru (longtemps considéré comme la source ali-
mentaire la plus riche en vitamine B12). Elle joue un rdle dans la formation de ’ADN et des
globules rouges. Cependant, il semblerait que sa biodiversité soit remise en cause chez

I’homme. En effet, la plupart de cyanobactéries utilisées en compléments alimentaires con-
24




tiendraient une part prédominante de pseudo vitamine B12, inactive chez I"’homme (Jo-

ris,2015).
6.1.5. Acides nucléiques (ADN et ARN)

Le taux d’acides nucléiques est compris entre 4 a 6% dans la matiere seche. Cette fraction

correspond aux taux d'ADN (30%) et d’ARN (70%) présents dans la spiruline (Joris,2015).
6.1.6. Enzymes

La spiruline contient une quantité importante de 1’enzyme superoxyde dismutase (1.000 a
4.000 Ul/g), une puissante enzyme antioxydante. Il s’agit d’'une enzyme au fort pouvoir an-

tioxydant (Manet,2016).
6.1.7. Pigments

La spiruline est riche en pigments responsables de sa couleur. Les principaux pigments sont la
phycocyanine et la chlorophylle. La phycocyanine est une phycobiliprotéine. Seul colorant
bleu alimentaire naturel, elle est le pigment le plus abondant de la spiruline et représente plus
de 15 % du poids frais et plus de 20 % du poids sec de I'algue. La chlorophylle est présente en
proportion de 9-15 g/kg (Sguera,2008).

6.1.8. Minéraux et oligo-éléments

La spiruline contient tous les minéraux essentiels (7 % du poids sec). Sa teneur en minéraux
varie selon le pH et la composition du milieu de culture. Concernant le fer, il est 2 a 3 fois
mieux assimilé que celui des l1égumes ou de la viande. En effet, le fer de la spiruline n’est pas

a I’état libre mais chélaté a des acides aminés qui vont favoriser son absorption (Manet,2016).

Le zinc est consideré comme un micronutriment majeur dans la malnutrition. La spiruline ne
contient généralement que des traces de zinc mais peut facilement étre enrichie. Il existe des
protocoles simples pour enrichir la spiruline en zinc. Le magnésium est un élément important
pour la santé et une carence est fréquente chez les enfants malnutris La spiruline est naturel-
lement riche en magnésium et la biodisponibilité de celui-ci pour I'hnomme a été démontrée
(Christophe et Denis,2011).

6.2. Intéréts thérapeutiques

Des nombreuses éetudes ont montré I’intérét thérapeutiques pour I’homme. Des études cli-

niques ont ét¢ menées chez I’homme pour confirmer le role de la spiruline dans plusieurs do-
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maines thérapeutiques. Elles ont montré son effet dans les maladies cardiovasculaires, dia-
bétes etc... (Mamadou et al.,2014).

6.2.1. Effets de la spiruline sur des parametres biochimiques chez

I’homme :

Il a été montré que la spiruline contribue a I’augmentation du taux de cholestérol HDL et a la
diminution des autres parameétres lipidiques (cholestérol total, LDL, VLDL et triglycérides)
chez I’homme. Elle diminue aussi le taux de glucose sanguin (la réduction de I’hémoglobine

glyquée chez I’homme).

Ces modifications des parameétres ont été observés avec des doses de spiruline allant de
19 /jour a 8g/jour pendant 6 semaines a 2 mois. En outre, une diminution des fréquences car-

diaques et de production des apolipoprotéines ont été notés (Mamadou et al. ;2014).
6.2.2. Effet anti-anemie ferriprive

Les ¢études sont encourageantes chez le rat dés 1998 sur I'utilisation de la spiruline dans
I’anémie, d’ou une augmentation du taux d’hémoglobine et de fer sanguin durant la gestation
et la lactation des rats est observée aprés avoir remplacé 45% de leur alimentation quotidienne
par de la spiruline. D’autres études chez 1’animal existent : chez le rat, la spiruline est efficace
contre I’anémie et la leucopénie provoquées par une intoxication au plomb ou au cadmium et
elle permet de contrecarrer les désordres hématologiques (hémoglobine, nombre de globules
blancs et rouges) causés par la phénytoine (antiépileptique) a des doses de 200 mg/kg/j, la

phycocyanine chez la souris stimule I’hématopoiése.

La spiruline soit par I'activation de I'érythropoiése soit par I'apport en vitamine B12 et B9 et
en fer peut corriger une anémie et permet d’améliorer les performances physiques, et cogni-
tives et le statut immunitaire. L’augmentation de la ferritine prouve que la spiruline est une
source de fer trés assimilable, 2 a 3 fois mieux que le fer de la viande. 10 g de spiruline appor-
tant en moyenne 7 a 15 mg de fer (soit 50 a 100 % des AJR) (Manet,2016).

6.2.3. L’effet du Phycocyanine dans le systéme sanguin

La phycocyanine est un pigment respiratoire de nature polypeptidique propre a la spiruline.
Cette molécule complexe agit sur la moelle osseuse en stimulant 1’évolution et la différencia-
tion des cellules souches des lignées sanguines rouges et blanches. Cette action a été démon-
trée par les travaux du Pr Zhang, spécialiste chinois des microalgues, qui a comparé 1’action
de la phycocyanine a celle des systémes hormonaux (reins et moelle osseuse) réegulateurs de

I’érythropoi¢se. Cette découverte est corroborée par les travaux d’Evets, chercheur a
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1’Université médicale d’Etat de Grodenski (Russie), qui a traité et guéri de nombreux enfants
a la fonction médullaire détruite par 1’effet des radiations de Tchernobyl. Ainsi un groupe de
270 enfants irradiés de fagon chronique a connu un rétablissement total de la fonction médul-
laire avec stabilisation du taux des IgE au terme d’un simple traitement de six semaines a rai-

son de 5 g par jour de spiruline (Girardin,2005).
6.2.4. Effets immunomodulateurs de la spiruline

La spiruline intervient au niveau du systéme immunitaire. Elle active les macrophages et les
cellules NK, la production d’anticorps et active également les cellules T et B. Elle a égale-
ment des effets immunomodulateurs en augmentant la production des cytokines, 1’interféron-
v, linterleukine -2 (I1L-2) et de Natural killer (NK) (Mamadou et al. ;2014).

6.2.5. Activités anti-inflammatoires et essais sur des modeles animaux

Plusieurs études ont été menées sur des modeles animaux afin de démontrer I'action anti in-
flammatoire de la phycocyanine in vivo. Le mode opératoire utilisé consiste & provoquer
I'inflammation au moyen de différents activateurs et de comparer la réaction inflammatoire

avec et sans administration préalable de phycocyanine a I'animal (Sguera,2008).
6.2.6. Activite antivirale

Ayehunie et Belay, dirigeant une équipe de chercheurs du Dana Farber Cancer Institute et de
la faculté de médecine de Harward (Boston, Etats-Unis), ont démontré qu’un extrait hydroso-
luble (polysaccharides membranaires) de spiruline permettait d’inhiber la réplication du VIH-
1 dans des lymphocytes d’origine humaine, a des doses excluant tout risque de cytotoxicité.
L’équipe du Pr Hayashi, de I’American Chemical Society, a également démontré I’efficacité
in vitro de cet extrait polysaccharidique contre les virus Herpés simplex virus, cytomégalovi-
rus, virus de la grippe A et VIH-1. Le mécanisme semble reposer sur le fait que le virus, ne
pouvant se fixer sur la membrane de la cellule héte, ne peut donc ni pénétrer celle-ci ni, par

voie de conséquence, se répliquer (Girardin,2005).
6.2.7. Effets antitumorales

Plusieurs auteurs ont souligné la capacité de la spiruline a accélérer I’élimination des subs-
tances radioactives ou chimicotoxiques mutagenes, ce qui peut expliquer une action antican-
céreuse préventive. La richesse de la spiruline en antioxydants (béta-caroténe, vitamine E,

zinc et sélénium) peut renforcer cette action anticancéreuse.
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Le r6le des endonucléases consiste a réparer les altérations subies par le matériel génétique
nucléaire (ADN chromosomique), au fur et a mesure qu’elles se produisent a la suite par de
I’action de substances délétéres comme des substances radio- ou chimiotoxiques. Les PSM de
la spiruline agiraient sélectivement sur ces enzymes réparatrices, dans le sens d’une stimula-
tion, ce qui aurait pour effet de faciliter la réparation de I’ADN endommagé et donc

d’empécher un éventuel processus de cancérisation cellulaire (Girardin,2005).
6.2.8. Effets contre le diabete, I'obésité et la circulation sanguine

D’apres Takai et al. (1991), la fraction soluble dans 1’eau de la Spiruline a la propriété de di-
minuer le taux de glucose dans le sérum. Par ailleurs, Becker et al. ont montré en 1986 qu’une
supplémentation en Spiruline de 2,8 g 3 fois par jour pendant 4 semaines entrainait une réduc-
tion du poids corporel chez les obeses. Iwata et al. (1990) ont remarqué une suppression de

I’hypertension chez les rats, suite a un apport de Spiruline (Sguera,2008).
6.3. Aspects industriels

La production mondiale de la spiruline est actuellement estimée a un peu plus de 5 000 tonnes
par an. Sa culture a grande échelle a commencé il y a 30 ans au Mexique et en Chine avant de
gagner plusieurs autres parties du monde. A I'échelle mondiale, les plus grands producteurs
commerciaux de spiruline se trouvent aux Etats-Unis, en Thailande, en Inde, a Taiwan, en
Chine, au Bangladesh, au Pakistan, en Birmanie, en Gréce et au Chili. Ils sont représentés par
SiamAlgae Company a Bangkok, Earthrise Farm aux Etats-Unis ou encore Cyanotech Corpo-

ration a Hawai.

Cependant, la production la plus importante provient de Chine. Elle fournit plus de 50 % de la
spiruline commercialisée dans le monde. Pourtant, les conditions de production ne sont pas
toujours satisfaisantes et le produit fini est souvent de qualité nutritionnelle et toxicologique
discutables (Ahounou,2018).

6.3.1. Spirulina et I'industrie pharmaceutique

La spiruline en tant que telle n'intéressera pas les industries pharmaceutiques car, malgré ses
propriétés démontrées comme anti-inflammatoire, elle n'apporte pas de réelle avancée théra-
peutique et ses effets sont surtout préventifs et non curatifs. Néanmoins, I'étude du mode d'ac-
tion et de la conformation des molécules actives de I'algue pourrait permettre le développe-
ment de nouvelles molécules synthétiques qui pourraient étre exploitées dans des médica-

ments apportant un réel bénéfice thérapeutique (Sguera,2008).

6.3.2. Spirulina platensis et I'industrie alimentaire
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Depuis prés de 10 ans, la spiruline a déja été introduit de nombreux produits.Aujourd'hui, la
guasi-totalité des compléments alimentaires a base de spiruline sur le marché ont comme in-
dication de traiter la fatigue ou d'apporter une supplémentation protéique. Ces indications
utilisent seulement les propriétés nutritionnelles de I'algue a savoir sa composition riche en
protéines et en vitamines. Aucun ne fait part des propriétés thérapeutiques. En effet, il est 1é-
galement interdit pour un complément alimentaire de vanter des propriétés curatives ou théra-

peutiques auquel cas, il serait considéré comme un medicament (Sguera,2008).
6.4. Aspects éeconomiques

Le codt de la spiruline a toujours été des plus variés, depuis méme ses premiéres productions
industrielles. En fait, chaque producteur imposait son prix sur le marché selon la qualité de
son produit. 1l est important de faire la distinction entre co(t de production et prix de vente,
car si la spiruline était produite a seulement 5% le Kg en Extréme-Orient en 1985, le kg s’y
vendait déja a 100$ alors que Sosa Texcoco le vendait a la méme époque a quelques 5$. Et
maintenant encore, c’est un produit a haute valeur ajoutée dans les pays occidentaux, notam-

ment lorsqu’elle est vendue en pharmacie.

En 1996, elle a un colt moyen de 25% le kg, prix varie considérablement en fonction du lieu
de production, la quantité, la qualité, I’emballage et la conjoncture, auxquels il faudrait ajouter
la technique de production. Ainsi, en 1998, 200kg de spiruline d’Extréme-Orient coltent 10$
le kg, tandis que le prix international par tonne se situe alors autour de 15 a 20$ le kg. Le prix
du détail tourne autour de 80$ le kg, mais en pharmacie sous forme de gélules, la spiruline se
vend en moyenne a 300$ le kg (Elyah,2003).

7. Activité antioxydante

Le stress oxydatif etla production de radicaux libres est trés importante pour I'nomme car elle
lui permet de résister aux virus et bactéries, mais lorsque la production devient anarchique, les
radicaux libres et les molécules instables deviennent dangereux et s'attaquent aux molécules
voisines, avec des conséquences plus ou moins graves : mort cellulaire ou des dommages a
I'ADN qui peuvent produire des cellules mutantes qui causent le cancer. L'oxygene vital de
I'organisme devient toxique et est a I'origine de nombreuses maladies (maladie d'Alzheimer,
maladie de Parkinson, diabete de type 2, cataractes dues au vieillissement prématuré, rides de

la peau, artériosclérose). Au total, pres de 200 pathologies sont liées au stress oxydatif.

L'organisme dispose de plusieurs moyens pour lutter contre ces radicaux libres : systéme en-
zymatique (SOD, catalase, glutathion peroxydase), antioxydants (vitamine A, C, E), minéraux

(sélénium), composés flavonoides... Dans certains cas, plus de radicaux libres sont produites
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(pollution, tabagisme, ultraviolets, certaines maladies, aliments, pesticides, radiations : fours a

micro-ondes, téléphones portables, etc.).

La prise de compléments alimentaires riches en antioxydants tels que la spiruline qui contient
de nombreux systemes antioxydants (enzymes : SOD, phycocyanine, acide y-linolénique, -
caroténe et vitamine E) peut étre bénéfique. 1 kg de spiruline contient autant d'antioxydants

qu‘une tonne de fruits(Manet,2016).

De nombreux chercheurs ont étudié I'activitéantioxydante de la phycocyanine sous divers

aspects.

La structure chimique de la phycocyanine est trés proche de celle de la bilirubine, qui est un
produit de dégradation de I'hnémoglobine. Comme nous le savons tous, la bilirubine est un
antioxydant physiologique important contre les especes réactives de I'oxygeéne. Il inhibe les
modifications oxydatives des protéines plasmatiques et des résidus d'acides aminés aroma-

tiques.

L'absorption des radicaux libres d'oxygéne par la bilirubine protége I'albumine sérique et

d'autres cibles biologiques (Sguera,2008).

_
CO.H CO.H COH COH

Figure 10 :Structure chimique des chromophores bilins de phycocyanine (a) et bilirubine
(b)(Sguera,2008).

Afin de prouver que l'activité antioxydante de Spirulina platensis est bien la phycocyanine,
Piero Estrada et al. (2001) ont comparé la capacité de I'extrait de protéine de spiruline et de

I'extrait de phycocyanine pure a éliminer les radicaux libres hydroxyles.

Les résultats présentés ci-dessous indiquent que les phycobiliprotéines sont principalement
responsable de l'activité antioxydante. La partie 4 correspond a la phycocyanine purifiée, et
son activite est superieure a celle de la fraction 1 non purifiée qui, elle-méme est supérieure a

I'extrait proteique seul (Sguera,2008).
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Figure 11 : pourcentages d'inhibition de différentes fractions obtenues a partir d'extrait pro-
téique pendant le procédé de purification de la phycocyanine (Sguera,2008).

7.1. Etude chez I’animal

De nombreuses études animales ont testé l'activité antioxydante de la spiruline. Le modele
d'hypercholestérolémie du lapin blanc de Nouvelle-Zélande a été utilisé pour étudier les effets
bénéfiques de Spirulina platensis sur la peroxydation des lipides tissulaires et les dommages
oxydatifs a I'ADN.

L'hypercholestérolémie est induite en nourrissant des lapins avec un régime riche en cholesté-
rol (HCD : High Cholesterol Diet) pendant 4 semaines.Le régime a ensuite été complété avec
de la spiruline (1 ou 5%, w/w) pendant 8 semaines. Les auteursont constaté que la supplémen-
tation en spiruline réduisait significativement l'augmentation de la peroxydation lipidique in-
duite par le HCD. En effet,la peroxydation lipidique est revenue a un niveau controleé.

De plus, le niveau de dommages a I'ADN dans les lymphocytes est considérablement réduit.
Cela suggere que les compléments alimentaires a base de spiruline sont une stratégie promet-
teuse pour protéger les cellules de la peroxydation lipidique et des dommages a I'ADN causés

par le stress oxydatif(Goulamabasse,2018).
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I1l. Matériels et méthodes

Le présent travail a été réalisé au niveau de laboratoire pédagogique de biologie animale 01 de
I’universit¢ Abdelhamid Ibn Badis Mostaganem, durant la période allant 25 avril au 10 juin
2021.

1. Obtention des souches tests

Cing souches ont été obtenus des différents laboratoires de recherche et pédagogiques de

I’universit¢ de Mostaganem (UMAB) sont montrées dans le tableau suivants :

Tableau 6: Souches tests

Les bactéries Gram positives | Les bactéries Gram négatives Levure

Staphylococcus aureus Escherichia coli Candida
Bacillus cereus Proteus sp albicans

2. ldentification phénotypique des souches tests ;

2.1. Etude microscopique :

Des frottis fixés ont été préparés a partir des souches pures puis une coloration de Gram a été
effectué. La forme, la disposition des cellules et le type de coloration de Gram ont été enregis-

tres.
2.2. Etude biochimique

2.2.1. Test d’utilisation du citrate

Ce milieu ne contient qu’une seule source de carbone ; le citrate.Les bactéries posseédant
I’enzyme citratase sont capables de se développer sur ce milieu. La bactérie qui utilise le ci-
trate alcalinise le milieu, ce qui fait virer le bleu de bromothymol du vert au bleu en milieu
basique (Meziani,2012).L’ensemencementdu milieu se fait en surface, par une strie centrale et

longitudinale puis incubation a I'étuve 37°C pendant 18 a 24 heures.
2.2.2. Recherche de I’oxydase

Ce test est réalisé sur une colonie pure ou sur plusieurs petites colonies. Celles-ci sont préle-
vées a l'aide d'une pipette Pasteur a bout rond. Une goutte d'eau distillée est déposée sur un

disque oxydase. La colonie prélevée est étalée et frottée sur le disque ; L'apparition d'une cou-
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leur violette en quelques secondes a une minute indigue une réaction positive, i.e. la mise en

évidence de la cytochrome oxydase, enzyme de la chaine respiratoire.
2.2.3. Test mannitol-mobilité

Le test de mobilité est réalisé en tubes contenant un milieu mannitol. Le milieu est inoculé par
pigQre centrale, a partir d'un inoculum en milieu liquide, et est incubé au 24 heures a 37°C.
Une croissance en halo autour de la pigdre signifie que le germe est mobile, une croissance
uniquement autour de la piqdre signifie que la bactérie n'est pas mobile. Et le virage du milieu

vers le jaune orangé signifie que la bactérie a utilisé le mannitol.
2.2.4. Recherche de la catalase

La catalase est une enzyme présente chez la plupart des bactéries aérobies strictes et anaéro-
bies facultatifs. La fonction principale de la catalase dans les cellules est de prévenir I'accu-
mulation de niveaux toxiques de peroxyde d'hydrogene (H202) formé comme sous-produit de
processus métaboliques. Elle catalyse la conversion du peroxyde d'hydrogene en eau et en

oxygene qui se dégage (Meziani,2012).

Sur une lame de verre propre, déposer une goutte de H2O2, puis la mettre en contact avec une
colonie isolée, prélevée directement avec une pipette pasteur boutonnée ou une anse plastique

a usage unique :
o Sides bulles se forment, la bactérie possede la catalase.

« Sirien n'est observable, la bactérie ne possede pas I'enzyme.

2.2.5. Recherche de la nitrate-réductase

La nitrate réductase est une enzyme qui catalyse la réaction de réduction des nitrates en ni-

trites dont leur mise en évidence est réalisée en utilisant le réactif de Griess.
- Ensemencer le bouillon nitraté avec quelques gouttes de suspension bactérienne.
- Incuber 24h & 37 °C
Lecture : Apres 24 heures d’incubation a 37°C
- Vérifier que le bouillon est trouble (présence de culture)
- Ajouter le réactif de Griess (Nitrite I + Nitrite II).
- Observer la couleur du milieu.

- Ajouter du zinc selon le résultat de 1’étape précédente et interpréter la couleur du milieu.
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2.2.6. Test de fermentation des sucres et de la production de gaz sur mi-
lieu TSI

C’est un milieu différentiel par la capacité a mettre en évidence les fermentations du : glu-

cose, lactose et/ou saccharose ainsi que la production d’hydrogéne sulfuré (H2S) et de gaz.

Commencer par ensemencer la pente par des stries serrées ensuite le culot par une piqdre cen-
trale puis incuber a 37°C pendant 18h-24h.

2.2.7. Test d’indole-uréase

Le milieu urée-indole est un milieu de culture qui permet en 24 h de réaliser trois tests bio-
chimiques qui permettent 1’identification de germes, particulierement les entérobactéries. Ces

trois tests sont : Le test uréase, le test TDA, et le test indole(Meziani,2012).

Ensemencer chaque tube abondamment a partir d'une culture pure et fraiche prélevée sur un

milieu d'isolement ensuite incuber pendant 18-24 heures a 37°C.
2.2.8. Recherche de la Coagulase

Le test de la coagulase différencie les souches de Staphylococcus aureus des autres especes a

coagulase négative (SCN).

Dans un tube a hémolyse, on a introduit successivement :
- 0,5ml de Plasma de lapin

- 0,5ml d’une culture de 24 heure.

Apres I’homogénéisation on incube les tubes a 37°C et la lecture du résultat est réalisée apres
2h, 4h et 24h. La réaction est considérée comme positive lorsque le coagulum occupe les 3/4

du volume initialement mis en jeu (Boussoufa,2018).
2.2.9. Ensemencement en milieu BCPL

Le bouillon lactosé BCPL est un milieu de culture comportant un indicateur de pH, le pourpre
de bromocrésol. Ce dernier donne une couleur pourpre au milieu, et passe au jaune si le lac-

tose du milieu est utilisé par les bactéries, par fermentation.

A partir d’une culture bactérienne on ensemence le milieu et I’incube a 37°Cpendant 18-24h.
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2.2.10. Bouillon Clark et Lubs (Test VP-RM)

Pour réaliser ce test, nous avons utilisé le milieu Clarck et Lubs et nous 1’avons ensemencé a
I’aide d’une anse de platine avec la souche bactérienne a analyser. Apres avoir incubé a 37C°

pendant 18 heures nous avons partagé le milieu en deux tubes pour pratiquer les deux tests :

- Réaction de Voges-Proskauer en ajoutant quelques gouttes du réactif VP1 et le méme vo-

lume du réactif VP2. La lecture s’effectue aprés quelques minutes.

- Test du rouge de méthyle en additionnant 2 a 3 gouttes de rouge de méthyle. La lecture est

immédiate.

3. Etude de P’activité antimicrobienne et antifongique des extraits de la
cyanobactérie Spirulina sp

3.1. Obtention de I’échantillon de la Spiruline

L’échantillon de la spiruline a été acheté dans une pharmacie a Mostaganem

Figure 12 :L'échantillon de la poudre de Spiruline

3.2. Extraction des métabolites de la Spiruline

L’extraction a été réalisée par deux méthodes : méthode d’extraction par macération et par

soxhlet ainsi que deux solvants 1’éthanol et I’acétate d’éthyle.
3.2.1. Extraction Par Macération

3g de poudre de spiruline ont été mélangés a 30ml d’éthanol a I’aide d’un pilon et gardé a 4°c
toute une nuit pour une extraction compléte. Apres, une filtration est effectuée a 1’aide d’un
papier filtre. Le surnageant a été recueilli aprés une centrifugation de 6000trs/10min.L’extrait
a été concentré sous pression réduite a 40°C a I’aide d’un rota vapeur. Le résidu sec est con-

servé a 4°c jusqu’a une utilisation ultérieure (Farag et al.,2014).
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Figure 13 :Protocole d'extraction des métabolites de la Spiruline par macération

3.2.2. Extraction par soxhlet

Un extracteur de Soxhlet est une piéce de verrerie utilisée en chimie analytique et en chimie
organique qui permet de faire 1’extraction par solvant en continu d’une espece chimique dans

un poudre solide.
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3.2.2.1. Principe

La taille de la cartouche étant limitée il était nécessaire de réaliser plusieurs extractions suc-

cessives avec plusieurs cartouches.

Les 2339 de la poudre de spiruline ont été extraites dans trois cartouches différentes avec le
méme volume d’acétate d’éthyle (350ml). Apres, une filtration est effectuée a 1’aide d’un pa-
pier filtre. L’extrait a été éliminée en utilisant un évaporateur rotatif sous pression réduite a

40°C. Le résidu sec est conservé a 4°c (Juluru et Perumal,2011).

38




233g de spiru-
line

350ml d’acétate
d’éthyle

Extraction par sox-
hlet

Evaporation du solvant
par rota vapeur

, Résidu sec conservé
Y a4°C : Extrait 2

Figure 14 : Protocole d'extraction par soxhlet
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3.3. Calcul de rendements d’extraction

Le rendement d’extraction correspond au pourcentage du principe actif dissout dans le solvant
organique utilisé¢ pour I’extraction. Déterming¢ a partir du poids de I’extrait sec par rapport au

poids de la matiere végétale séche rendue en poudre utilisée pour I’extraction.
R (%) = [M1/M0] x 100

R % : Rendement en extraits exprimée en g /100g de matiére séche.

M1 : quantité d’extrait récupérée exprimée en g.

MO : quantité de la poudre végétale utilisée pour 1’extraction exprimée en g(Bougoffa et Ha-
midi,2020).

3.4. Evaluation du pouvoir antimicrobien des extraits de la spiruline

3.4.1. Préparation des cultures bactériennes

Les différentes souches bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries puis incubées
a une température de 37°C pendant 24 heures.Les cultures pures de 24 heures ont été suspen-
due dans un tube contenant 5ml de sérum physiologique, la densité optique des suspensions a
été ajustée de 0.08 a 0.1, lue a 620 nm, ce qui correspond a une densité cellulaire voisine a
celle de 0,5 Mc Farland. On obtient alors des inoculums estimés de 10° & 10® unités formant
colonies par millilitre (UFC/ ml)(Mala et al.,2009).

3.4.2. Préparation des extraits de la spiruline

Pour tester I’activité antimicrobienne et antifongiquepour 1’extrait obtenus par la méthode de
soxhlet différentes concentrations ont été préparée :1, 10, 25, 50, 75 et 100 mg /ml dans dimé-
thylsulfoxyde (DMSO) pour I’extrait numérol obtenus par la méthode de soxhlet. Pour
I’extrait par macération juste deux concentrations ont été préparées 1 et 75mg/ml en raison du

faible rendement de la méthode d’extraction par macération (Bougoffa et Hamidi ,2020).
3.4.3. Activité antibactérienne et antifongique des extraits de spiruline

Afin d’évaluer I’activité antimicrobienne et antifongique des extraits de la spiruline, deux

méthodes de diffusion sur gélose ont été utilisées : méthode de disques et de puits.
3.4.3.1. Meéthode de diffusion sur disques

Dans les conditions aseptiques 20 ml de milieu de gélose Mueller-Hinton fondu ont été versé

dans des boites de Pétri stériles et laissé se solidifier. Les boites de pétri contenant de gélose
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Mueller-Hinton sont inondées séparément par 1 ml d’une suspension bactérien de 102 UFC
(unité formant colonie) /ml, des disques stériles (stérilisation a 120°c pendant 20 min par
autoclavage) de papier wattman de 6 mm de diamétre sont déposés sur la surface de la gélose
Mueller-Hinton (2 disques/boite) puis inondés par 1’extrait par macération de spiruline des
concentrations 1 et 75mg /1m) a I’ordre de 20u par disque. Puis laisser les boites sur la pail-
lasse pendant 30 minutes pour que le composé se diffuse correctement. Les boites sont incu-
bées a 37° pendant 18 & 24h (Farag et al.,2014).

Comme témoins positifs et négatifs des disques imprégnés de DMSO et des disques
d’antibiotiques chargés de 30 pug de gentamycine sont utilisés respectivement. Les boites de

Pétri sont ensuite incubées a 1’étuve a 37 °C pendant 18 et 24 heures (Usharani, et al., 2015).
3.4.3.2. Méthode de diffusion de puits

Dans les conditions aseptiques 20 ml de milieu de gélose Mueller-Hinton fondu ont été versé
dans des boites de Pétri stériles et laisse se solidifier.Les boites de pétri contenant de gélose
Mueller-Hinton sont inondées séparément par 1 ml d’une suspension bactérien de 102
UFC/ml. A I’aide d’une pipette pasteur stérile, des puits de 6 mm de diametre sont réalisées
dans la gélose Mueller-Hinton (6 puits/boite). 50 pl des extraits de Spirulina platensis(Extrait
par soxhlet) a diverses concentrations ont été ajoutés dans chaque puits respectifs du milieu
ensemencé et laissée au repos sur la paillasse pendant 30 minutes pour une bonne diffusion.
Les boites sont incubées a 37°C pendant 18 a 24h (Juluru et Perumal,2011).

L’activité antibactérienne de 1’extrait de spiruline testé est déterminée par la mesure avec pré-
cision les diametres des zones d’inhibition obtenues au contact et autour des puits. Tout dé-
pend des valeurs des travaux dans la littérature en évaluer ’effet des extraits (action bactéri-

cide ou action bactériostatique)(Al-ghanayem, 2017).

Les mémes témoins utilisés pour la méthode de diffusion de disque ont été aussi utilisés dans

cette méthode des puits
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Reésultats et discussions




IV. Résultats et discussion

1. ldentification phénotypique des souches tests ;

1.1. Etudes microscopiques

Apreés la coloration de Gram une observation microscopique avec une goutte d'huile a immer-
sion objectif 100 (grossissement x1000) a été effectué. Le Gram des souches a été confirmé
(figure 16).

A B C D

A) Proteus sp B) Bacillus cereusc) Escherichia colid) Staphylococcus aureus

Figure 16:Observation microscopique aprées coloration des souches tests

1.2. Etudes biochimiques

1.2.1. Test d’utilisation de citrate

Seul Proteus sp a pu se développer dans le milieu ce qui signifie qu’il a la capacité d’utiliser
le citrate comme source de carbone. Le virage du milieu du vert au bleu indique que la bacté-
rie a alcalinisé le milieu. Donc on peut dire que Proteus sp est citrate positive (+) et que les

autres souches tests sont citrate négative (-) (Figure 17).

A) Proteussp  B) Escherichia coli C) Staphylococcus aureus

Figure 17: Résultats dutest d'utilisation de citrate
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1.2.2. Test d’oxydase

Le test d’oxydase a été réalisé sur une seule souche Staphylococcus aureus. D’apreés les résul-

tats obtenues la souche ne posséde pas cet enzyme en raison de 1’absence de 1’apparition de la

coloration violette (Figurel8).

Figure 18: Recherche d'oxydasechez Staphylococcus aureus

1.2.3. Mannitol-mobilité

Pour les quatre souches tests le milieu a viré vers le jaune orangé ce qui signifie que les
souches ont utilisé le mannitol.Le virage de couleur est dd a la fermentation du mannitol ce
qui a provoqué une acidification du milieu. La croissance des souches a été observable en
halo autour de la piqure, elles sont donc des bactéries mobiles tandis que Staphylococcus au-

reus a eu une croissance juste au niveau de la piqure elle est donc non-mobile (figure 19).

Na=ammital

A) Proteus spB) Bacillus cereus C) Escherichia coli D) Staphylococcus aureus
Figure 19: Mannitol-mobilité

1.2.4. Recherche de la catalase

Les trois souches possédent I’enzyme catalase. Ils ont donc la capacité de neutraliser les effets

bactéricides du peroxyde d’hydrogéne (Figure 20).
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A) Escherichia coli B) Bacillus cereus C) Staphylococcus aureus

Figure 20: Recherche de la catalase :

1.2.5. Recherche de nitrate réductase

Aprées I’ajout du réactif de Griess (Nitrite I + Nitrite II) le milieu a viré en rouge orangé donc
les souches B. cereus, E. coli et S. aureus posseédent 1’enzyme nitrate réductase au stade NO~
(Figure 21).

A) Bacillus cereus B) Escherichia coli C) Staphylococcus aureus

Figure 21: Recherche de la nitrate réductase
1.2.6. Test de fermentation des sucres et de la production de gaz sur mi-
lieu TSI

Un virage de couleur vers le jaune est observé tout au long du tube le milieu a viré en jaune
donc une fermentation du glucose et du lactose s’est produite ; de 1’acide a été produit. Pour

E. coli et B. cereus un gaz a été formé suite a cette une fermentation (Figure 22).
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TSI E.colilh .

A) B. cereusB) E. coliC) S. aureus
Figure 22: Résultats du test TSI

1.2.7. Test Urée-indole

1.2.7.1. Production d’indole

Apres ’ajout du réactif de Kovacs un anneau rouge a été observé dans la partie supérieur du
tube. Cet anneau résulte de la réaction indole avec le réactif de Kovacs on peut donc dire que
la réaction est positive et que la bactérie produit I’indole. C’est le cas de la souche test E. coli.
Pour les souches restantes aucun anneau a été observé donc la réaction est négative (Figure
23).

1.2.7.2. Recherche de I’uréase

Les entérobactéries peuvent dégrader ’urée qui est un composé organique et qui peut servir
de source d’azote unique aux bactéries possédant une uréase. En présence de cette enzyme,
les bactéries uréolytiques peuvent décomposer 1’urée en carbonate d’ammonium qui alcalinise
le milieu, et qui fait virer I’indicateur coloré de pH (le rouge de phénol) du jaune au rouge en
milieu basique (Meziani,2012).

Pour les toutes les souches tests aucun virage du milieu n’a été observé.

A B C

A) Proteus sp B) Bacillus cereus C) Escherichia coli

Figure 23: Urée-indole
47




1.2.8. Test de Coagulase

Aprés incubation, un caillot a été forme dans le plasma ce qui signifie que le plasma a coagulé

donc Staphylococcus aureus posséde 1’enzyme coagulase (Figure 24).

Staphylococcus aureus

Figure 24: Tube a hémolyse positive et le témoin

1.2.9. Le milieu BCPL

E. coli "lactose +" a utilisé le lactose présent dans le milieu comme source d'énergie. En dé-
gradant le lactose, la bactérie a produit de I'acide ce qui a entrainé une acidification du milieu
et donc le virage de l'indicateur coloré de pH (le pourpre de bromocrésol), qui en milieu acide
est jaune.

Les souches test B. cereus et Proteus sp qui sont lactose - n'utilisent pas le lactose mais les
peptones. En dégradant les peptones les bactéries alcalinisent le milieu qui restera donc violet
(Figure 25).

A B C

A) Proteus sp B) Bacillus cereus C) Escherichia coli

Figure 25: Utilisation du lactose dans BCPL :
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1.2.10. Test VP-RM

1.2.10.1. Test RM

Aprés I’ajout du rouge de methyl le milieu est devenu rouge pour les deus souches E.coli

et S.aureus donc ils sont RM positif.

1.2.10.2. Test VP

Aprés I’ajout des reactifs VP-1 et VP-2 on constaté que les deux souches sont VP

negatives.

RM ProteusVVP Proteus\VVP E.coliRM E. coli

Figure 26: Resultats du test VP-RM

Tableau 7: Résultats de I'identification phénotypiques des souches tests

s S

vp e.coRM e.coli

Escherichia coli | Bacillus cereus Proteus sp Staphylococcus
aureus

Mannitol- ++ ++ ++ *
mobilité
Catalase + + Nt +
Indole-uréase t - -/Nt Nt
Nitrate NR+ NR+ Nt NR+
reductase
VP-RM + Nt + Nt
Coagulase Nt Nt Nt +
Citrate - Nt + -
BCPL Lactose+ Lactose- Lactose- Nt
TSI TSl+/gaz + Glucose+/gaz+ Nt TSI+
Kligler agar Nt Nt H2S+ Nt
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+=positive - =negative  Nt=non testé

2. Calcul du rendement d’extraction

On constate que D’extraction par l’ethanol a donné un rendement plus important que

I’extraction par 1’acetate d’ethyle (tableau 2).

Tableau 8: Rendement d'extraction

Rendement massique Pourcentage
Extraction par I’ethanol 0.02g 2%
Extraction  par 1’acetate 0.01g 1%
d’ethyle

3. L’activité antibacterienne et antifongique

L’activité antibactérienne a été étudiée sur quatre souches bactériennes Staphylococcus

aureus, Escherichia coli,Bacillus cereus ,Proteus sp et sur une levure Candida albicans .

Les resultats obtenues sont en fonction de la concentration des extraits de la Spiruline et la

methode d’extraction.

Les résultats obtenus dans la présente étude sont indiqués dans les figures 27 et 28 et dans le
tableau 9.Ces résultats montrent ’activité antimicrobienne et antifongique de Spirulina pla-
tensis extraite avec différents solvants contre différentes espéces de bactéries. Il ressort clai-
rement de cette étude que le diametre de la zone d'inhibition dépend principalement du type

de solvant utilisé et des bactéries testées.
Les deux extraits ont un effet positif contre les bactéries Gram positives et Gram negatives.

les concentrations 50mg/ml et 75mg/ml n'ont montré aucune activité inhibitrice envers
Staplylococcusaureus et Proteus sp.Ce dernier n’a été inhibé que par deux concentrations

1mg/ml et 25mg/ml avec des 10mm de diamétre .

Bacillus cereus a été inhibé juste par les concentration 25mg/ml et 50mg/ml les autres

concentrations n’ont pas donné effet.

Aucune ativité n’a été observée pour les concentrations 75mg/ml et 100mg/ml envers
Escherichia coli.La plus grande zone est 15mm pour la concentration 50mg/ml et la plus

petite est de 8mm pour la concentration 10mg/mi

Pour I’extrait ethanolique ,lorsque la concentration augmente une activité accrue a eté
observeée. C est le cas de Candida albicans 8mm pour la concentration 1mg/ml et 10mm pour
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75mg/ml,pour Eschericha coli 11mm pour 1mg/ml et 13mm pour 75mg/ml et pour Proteus sp
9mm pour Img/ml et 10mm pour la concentration 75mg/ml.Pour Bacillus cereus :9mm pour
1mg/ml et 8mm pour 75mg/ml et staphyloccoccus aureus : 12mm pour Img/ml et 20mm pour

75mg/ml.

Il existe de nombreux rapports sur les extraits de solvant de Spirulina platensis qui ont inhibé
les bactéries a Gram négatif et a Gram positif. En raison de I'augmentation de la résistance
aux antibiotiques chez les bactéries, la recherche de médicaments antibactériens a partir de

cyanobactéries a augmenté dans le monde entier(Al-ghanayem, 2017).

Usharani et al (2015) ont rapporté que l'activité antibactérienne d'extraits de Spiruline envers
des bactéries Gram négatives Proteus mirabilis, Escherichia coliet des bactéries Gram posi-

tivesStaphylococcus aureus et Bacillus cereus.

Dans le cas de I’extrait d’éthanol, pour mettre en évidence I’activité antibactérienne de
I’extrait de Spiruline sur S. aureus ils ont testé deux concentrations :2.5mg/ml et 5mg/ml. Les
zones d’inhibitions obtenues sont 9mm pour la premiére et 13mm pour la deuxiéme. Avec les
mémes concentrations respectivement sur P.mirabilis les zones étaient de 12mm et 14mm.
Sur E. coli et B. cereus ¢’étaient respectivement 14mm pour 2.5mg/ml, 16mm pour 5Smg/ml et
12mm pour 2.5mg/ml et 15mm pour 5mg/ml. Pour une concentration de 10mg/ml la zone

d’inhibition de C. albicans a été de 12mm.

Cependant la concentration minimale inhibitrice des trois souches a été 5mg/mlen notant que
la concentration de 10mg/ml était nécessaireet suffisante pour une inhibition compléte

d’Escherichia coli.

En revanche pour candida albicans la concentration minimale d’inhibition était de 8mg/ml

pour ’extrait d’éthanol.

Ce que ’on peut dire a partir des résultats obtenus, c’est que cette cyanobactérie a provoqué
une inhibition des bactéries cibles, mais cette inhibition dans la majorité des cas n’était pas
directement proportionnelle a I’augmentation de la concentration, ce qui nécessite de réaliser

des répétitions pour parvenir a une conclusion.

Il existe de nombreux rapports documentés sur les extraits éthanoliques de Spirulina platensis

qui inhibe la croissance des bactéries.

Juluru et Perumal (2011) ont rapporté que I'extrait éthanolique de spiruline a donné une bonne
activité sur Candida albicans (Une zone d’inhibition égale a 8mm) et une faible activité sur

Bacillus subtilis. (Une zone d’inhibition égale a 4mm).
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IIs ont rapporté aussi que I'extrait d'acétate d'éthyle de spiruline a donné une zone d’inhibition
de 4 mm contre Bacillus subtilis, Staphylococcus aureusetCandida albicans.

Le travail de Juluru et Perumal (2011) indique aussi qu’aucune zone d'inhibition n'a été ob-
servée avecle contrble négatif DMSO et le contrdle positif gentamycine (10ug) a montré une
zone d'inhibition allant de 0.6 mm & 2.1 mm contre les bactéries pathogenes testées

Aucune zone d'inhibition n'a été observée dans le contréle négatif DMSO et le contréle positif
gentamycine (10pg) a montré une zone d'inhibition allant de 0.6 mm a 2.1 mm contre les bac-
téries pathogeénes testées.

La différence d'activité des extraits contre les bactéries peut étre due a des différences des
propriétés physiologiques ou biochimiques des souches d'algue ou & différents biotopes ou les
conditions de culture telles que la lumiere, la température et le milieu (Bougoffa et Hami-
di,2020).

La procédure d'extraction peut également entrainer des différences d'activité antimicrobienne
en raison de différences dans la nature du solvant, le moment de I'extraction ou la stabilité des
composés antibactériens dans un solvant particulier(Bhuvaneswari et al., 2013).

A partir de la comparaison entre 1’effet antibactérien des extraits de Spirulina platensis et
I’effet des antibiotiques contre les bactéries pathogénes il a été constaté que ’extrait éthano-
lique et I’extrait d’acétate d’éthyle de spiruline peuvent étre une alternative naturelle aux anti-
biotiques utilisés.

Enfin, il est conclu de cette étude que les extraits de certaines souches cyanobactériennes ont
montré une activité antimicrobienne contre les agents pathogenes utilisés dans la présente
enquéte. Des recherches supplémentaires devraient étre menées pour identifier et purifier les
produits naturels de ces cyanobactéries contre ['activité antibactérienne et antifon-
gigue.Amélioration des connaissances sur la composition, I'analyse et les propriétés de ces

cyanobactéries en ce qui concerne les composés antimicrobiens contribuerait aux efforts en

vue de l'application pharmaceutique(Farag et al.,2014).
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a) C. albicans b) S. aureus c) B. cereus d) E. coli €) Proteus sp

Figure 27: Résultats de la méthode par disques

a) b) c)

Il 2l et

a)Proteus sp b) B.cereus c) E.coli d) S.aureus e) C.albicans

Figure 28: Résultats de la méthode par puits
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Tableau 9: Zone d'inhibition en fonction des méthodes et concentration utilisées

Methodes des puits Methodes des
disques
Img/m | 10mg/m | 25mg/ | 50mg/m | 75mg/ | 100mg/ | Img/ml | 75mg/
I I ml I ml ml ml
Candida 15 8 12 10 10 8 8 10
IS .
£ | albicans
o
% Staphylococcus | 17 12 14 - - 8 12 10
= | aureus
<= | Bacillus - - 10 8 - - 9 8
S
@ | cereus
o
N | Escherichia 10 8 10 15 - - 11 13
coli
Proteus sp 10 - 10 - - - 9 10
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Conclusion




Conclusion

Durant cette derniére décennie, un intérét particulier est porté aux substances extracellulaires
des cyanobactéries. En effet, les métabolites extracellulaires des cyanobactéries sont dans la
plupart des cas des substances actives dont les activités biologiques sont diverses et multiples
: antifongique, antibactérienneetc., d’ou ils peuvent constituer une source potentielle d’actifs
biologiques pour I’industrie pharmaceutique, agroalimentaire et cosmétique. Ce travail s'ins-
crit dans cette direction de recherche, la cyanobactérieSpirulina platensis a été utilisé comme

modele de recherche.

La partie expérimentale de cette é¢tude a été consacré a la mise en évidence de 1’activité anti-
bactérienne et antifongique des extraits de Spirulina plantensis sur cing souches : Staphylo-

coccus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli, Proteus sp et candida albicans.

Les résultats obtenus ont montré que le rendement d’extraction dépend de la méthode, des
conditions et des solvants de I’extraction. L’activité antimicrobienne peut étre absente, pré-
sente oucibler des especes bactériennes différentes. Cette variation d’activité dépend des ex-

traits, des conditions d’extraction et des souches elles-mémes.

Ce travail a permis d’émettre une conclusion réelle concernant les extraits de Spirulina plan-

tensis quipeuvent étre une source de composés naturels alternatifs aux antibiotiques.
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