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Introduction

Au-dela des micro-algues d’caux douces ou salées, bien connues de tous, les algues
présentent une formidable diversité que ce soit par le nombre d’espéces ou par leur forme et

leur biologie (Ahounou, 2018).

Apparues, il y a probablement plus de trois milliard d’années, les algues bleues furent

les premiers organismes photosynthétiques présents a la surface du globe.

Les algues ont des formes trés complexes avec un niveau de diversité élevé : on

compte environ 30 000 espéces actuellement réparties en 11 Embranchements.

De nos jours, la majorité des habitants du globe terrestre utilisent de tres nombreuses
especes d’algues comme la spiruline qui commence a avoir beaucoup d’intérét comme source

potentiel de molécules naturelles bioactives (Andreani, 2012).

La Spiruline est une cyanobactérie consommée depuis des siécles par certains peuples
primitifs d’Afrique et d’Amérique. Elle intéresse les scientifiques depuis plusieurs décennies
par sa richesse nutritionnelle et ses multiples intéréts thérapeutiques. Riche en protéines,
vitamines, molécules complexes, la spiruline permet de couvrir de nombreuses carences
nutritives (Ahounou , 2018).

La recherche scientifique de plusieurs pays a mis en évidence son intérét dans la lutte
contre le cancer, le vieillissement cellulaire, les maladies infectieuses et les baisses du

systeme immunitaire.

Le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques, et la toxicité des
antioxydants synthétiques, a conduit a rechercher des substances naturelles dotées d’activités

antimicrobiennes ( Tan, 2007).

La prévention des épidémies ou le traitement de la maladie avec des médicaments ou
les programmes de dépistage pour sélectionner des produits chimiques thérapeutiques
s'attaquent a ce probléme. La recherche des composés naturels ayant une activité
antimicrobienne a gagné en importance ces derniéres années en raison de l'inquiétude
croissante dans le monde concernant l'augmentation alarmante du taux d'infection par des

micro-organismes résistants aux antibiotiques (Kaushik et Chauhan, 2008).

Diverses souches des cyanobactéries et d'algues sont connues pour produire des

métabolites intracellulaires et extracellulaires avec diverses activités biologiques telles que
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des activités antalgiques, antibactériennes, antifongiques et antivirales. (Noaman et al., 2004;
Kumar et al., 2011; Al-Wathnani, 2012).

L'attention se concentre désormais sur les composants naturels produits par les
organismes aquatiques. Les cyanobactéries sont des sources potentielles de produits

chimiques et pharmaceutiques de grande valeur (Tan, 2007).

De nombreuses substances ont été identifiées comme agents antimicrobiens a partir
d'algues (les dérivés de la chlorelline, I'acide acrylique, les composeés aliphatiques halogénés,
les terpenes, les composés hétérocycliques contenant du soufre, les inhibiteurs phénoliques,

etc...) (Lavanya et Veerappan, 2011).

La cyanobactérie, Spirulina platensis (S. platensis), est devenue l'un des agents les
plus prometteurs pour synthétiser de nouveaux composes thérapeutiques potentiels. Il est
connu pour produire des métabolites intracellulaires et extracellulaires avec diverses activités
biologiques telles que les antifongiques antivirales et antibactériennes (Kaushik et Chauhan
2008; Kumar et al., 2011).

Le présent travail a été entrepris afin d’évaluer les activités antibactériennes et
antifongiques de I’extrait de 1’algue blue-vert S. platensis vis-a-vis a quelques souches

microbiennes.
Afin de répondre a nos objectifs, nous avons divisé notre travail en deux parties :

La partie bibliographigque de ce travail est consacrée a la présentation de la spiruline

et sa valorisation sur le plan nutritionnel, les activités biologiques et son utilisation.

La partie pratique porte sur les méthodes utilisées, les résultats obtenus avec leur

discussion.
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Chapitre | Présentation de la spiruline

PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE
Chapitre | : Présentation de la spiruline

I.1. Les cyanobactéries

Les cyanobactéries sont des procaryotes photosynthétiques capables de synthétiser la
chlorophylle en utilisant le H,O comme donneur d'électron qui mene a la production
d'oxygene. Ce sont également les seuls procaryotes a réaliser la photosynthese oxygénique,

similairement aux algues et les plantes supérieures (Mary, 2003).

Les cyanobactéries présentent une tres grande diversité morphologique, elles
peuvent étre unicellulaires ou filamenteuses, regroupées en colonies, ou sous forme isolée
(Debois, 2007).

1.2. La spiruline

1.2.1. Historique

La Spiruline est considérée, par les biologistes, comme 1’un des premiers "végétaux

apparus sur la terre, il y a environ 3,5 milliards d’années ( Dujardin et al., 2007).

En 1492, Christophe Colomb la découvre au Mexique, sous forme de petites galettes
vertes séchées et le note dans son carnet de bord. Il mentionne ce qu’il croit étre une algue,
sous le vocable « potion magique » (Fox, 1999.). La Spiruline constituait alors la nourriture
principale des Aztéques au Mexique, jusqu’a la conquéte espagnole au XVle siecle ; ils la

récoltaient sous le nom de "tecuitlatl”, autour du lac de Texcoco (Fox, 1999 ).

Retrouvée au Tchad en 1940, c’est surtout a partir de 1946 qu’intrigués par les
pratiques anciennes a la recherche de ressources alimentaires a bon marché, des scientifiques

ont redécouvert la Spiruline et ses propriétés remarquables (Jourdan, 1999).

Depuis les années 80, la Spiruline a fait 1’objet de plusieurs dizaines d’études
scientifiques, par des chercheurs du monde entier, et nous sommes encore loin de connaitre
tous les effets bénéfiques d’une consommation quotidienne de Spiruline (Girardin et al.,

2011).
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1.2.2. Etude biologique
a. Définition

La Spiruline est une cyanobactérie (anciennement désignée par le terme « algue bleue
»puis (cyanophycée). Son habitat aquatique. Sa morphologie proche de celle des algues; Sa
couleur liée a sa teneur en pigments bleu (phycocyanine) et vert (chlorophylle).Elle appartient
donc au domaine des bactéries (Bacteria) et se classe parmi les bactéries gram néegatives. Les

cyanobactéries forment 1’essentiel des bactéries capables de photosynthese avec production

d’oxygéne et peuvent étre unicellulaires ou pluricellulaires. (Jean ,2011).

Figure 01:Forme végétative de S. plantensis (Jean, 2011).

La Spiruline se présente sous la forme d'un filament pluricellulaire bleu-vert, mobile,
non ramifié et enroulé en spirale. Ce filament est appelé trichome ; sa forme hélicoidale,
observable uniquement en milieu liquide, est caractéristique du genre. Par ailleurs,
contrairement a certaines autres cyanobactéries (Anabaena, Nostoc), la spiruline ne posséde
pas les cellules spécialisées permettant la fixation de l'azote de l'air (hétérocystes). La
longueur moyenne du filament est de 250 um lorsqu'il a 7 spires et son diametre est d'environ
10um a 12um. Mais les parametres de I'hélice (épaisseur, longueur) ne sont pas toujours les

mémes selon les chercheurs qui étudient la Spiruline. (Cruchot ,2008).
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Figure 02: Morphologie de la spiruline (Ciferri, 1983).

(a)- sous microscope optique ; (b)- Micrographie électronique de S . platensis ;

b. Taxonomie

La Spiruline était a I’origine considérée comme une algue. Cependant, en 1960 une
claire distinction entre procaryote et eucaryote a été définie, basée sur la différence
d’organisation cellulaire. En1962, Stanier et al., constataient que cette algue bleue verte était
dépourvue de compartiments cellulaires, et donc faisait partie des procaryotes ; ils proposaient

de désigner ce microorganisme «Cyanobactéries.
On la classe selon (Charpy et al., 2008) :
Régne : Monera
Sous regne : Prokaryota
Phylum : Cyanobacteria
Classe : Cyanophyceae
Ordre : Nostocales
Famille : Oscillatoriceae
Genre : Arthrospira

Espece : Arthrospira platensis.
C. 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 (séparation), fission

binaire (= scissiparité, se divise en deux cellules égales) ou multiple, par bourgeonnement ou
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fragmentation au hasard. La cyanobactérie fait copie de son seul chromosome. La cellule

s’allonge et les chromosomes se séparent. La paroi se forme pour diviser les deux cellules.
Les 3 étapes fondamentales de son cycle de vie sont :
» la fragmentation des trichomes,

» puis les cellules s’élargissent, le trichome mature,
» et se divise en filaments par fission binaire, ces filaments prenant une forme

hélicoidale.

‘-'_’
corpes®”

QQJ
\ \(Hormoqomes Nécndies

/-

Figure 03: Cycle biologique de la Spiruline selon (Balloni et al. 1980 in Charpy
,2008).

d. Souches de I’Arthrospira platensis

C’est la plus connue et la plus utilisée lors des travaux de recherche ou lors de
I’ensemencement de nouvelles cultures .Elle se composent de trichomes atteignant 350pum de
long et entre 6 et 12,45um de diamétre ; ils sont un peu rétrécis au niveau des articulations.
Les tours de spire ont un diametre de 20 a 50um, diminuant légérement vers les extrémités

(Fox, 1999). On trouve cependant des Spirulines ondulées et parfois droites.

L’analyse des caractéristiques génétiques de l'espéce S. platensis effectuées par
(Scheldeman et al., 1999), basées sur ’ARDA (Amplified Ribosomal DNA Restriction

Analysis) montre une grande plasticité morphologique.

Sachant que certaines souches initialement spiralées peuvent devenir ondulées ou
droites (Cruchot ,2008), ceci est peut-étre di aux facteurs physicochimiques exogenes tels
que la température, ou d’autres facteurs probablement lier aux changements génétiques
(Belay , 2007).
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En ce qui concerne les différentes souches (ou variétés) de S. platensis, on distingue

les souches "'spiralées', ""ondulées™, et "'droite (Figure N° 03):

» Les souches "'spiralées : désigne les souches dont les filaments ont la forme d’une
queue de cochon, telle la "Lonar" (Inde)

» Les souches "ondulées™ : le terme "ondulées™ désigne les souches dont les filaments
sont en spirale étirée, telle la "Paracas™ (Pérou).

» Les souches "droites™ : le terme "droites™ désigne les souches dont les filaments sont

tellement étirés qu’ils donnent I’impression d’étre presque rectilignes.

Quelque soit la forme de la S. platensis, cela ne change en rien sa composition. Le
changement de forme est lié a son adaptabilité dimensionnelle se rapportant au milieu de

culture. (Callara, 2008).
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Figure 04: Morphologies typiques de Spiruline (Source: Antenna Technologie)
(Falquet et Hurni ,2006).

1.3. Ecologie

La Spiruline est un organisme ubiquiste et thermophile, elle a été trouvée dans des

milieux ayant une concentration de 8,5 a 270 grammes de sel par litre (llits, 1968).

Le genre Arthrospira se trouve naturellement dans les eaux marines, les lacs alcalins,
contenant du carbonate de sodium (Na>COs), ou du bicarbonate de sodium (NaHCO3) d'autres
minéraux et une source d'azote fixeée (Fox, 1999). Certaines formes sont planctoniques par la

présence de vésicules de gaz, d’autres sont benthiques sans vésicules de gaz (Castenholz,

2001).
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I.4. Distribution géographique

Contrairement a de nombreuses autres algues, la spiruline se développe naturellement
dans des lacs alcalins riches en sels minéraux des régions chaudes et ensoleillées, soit dans

une zone tropico-équatoriale entre la 35° latitude nord et 35° latitude Sud(Castenholz, 2001)..

En dehors des sites cités dans (annexe N°01), d’autres endroits sont possibles.
1.5. Culture de la Spiruline

Arthrospira (S. platensis) est une micro algue largement cultivée dans le monde.la
production mondiale de cette premiére a augmenté depuis 1995 de plus de 4000T/an
(Statistique Cubia, 2000). La S. platensis se développe soit dans des cultures artificielles soit
dans des cultures de lac. Elle s'adapte & de nombreux biotope (sable, eau douce et eau de mer)
(Tredeci et al., 1986 ; wu et al., 1993; Halland, 2006).

1.5.1.Condition de culture

Il existe trois facteurs essentiels déterminants pour la culture de la Spiruline ,la

température, la lumiére et le pH.
a. Température

La Spiruline pousse idéalement lorsque la température du milieu de culture est de
37°C. Des températures supérieures a 40°C ne lui conviennent pas et, elle meurt lorsqu’elle

est exposee a 43°C. Par ailleurs, a 20°C, sa croissance est pratiquement nulle (Fox, 1999).
b. Lumiére

Comme en diminuant I’éclairement, on diminue aussi la photosynthese totale, il faut,
si possible, éviter la photolyse. Autrement dit deux conditions sont nécessaires pour la

croissance de la Spiruline (Danesi et al., 2004).
C.pH

Le pH sera entre 8.5 et 10.5 (Jordan, 1999), naturellement, la spiruline a tendance a
alcaliniser le milieu. En effet le CO> dissous dans 1’eau, une fois mobilisé par la Spiruline,
libérent des ions carbonates (CO3%) qui en s’hydrolysant vont libérer des ions (OH") (Danesi
et al., 2004).

D’autres facteurs moins importants seront aussi a prendre en compte comme la salinité

et ’agitation du milieu.
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|.5.2 Milieu de culture

Il s’agit d’une reproduction artificielle du milieu dans lequel la Spiruline croit
naturellement. C’est donc une solution natronée et alcaline constituée d’un mélange d’eau et
de sels minéraux, qui apporte a la Spiruline tous les éléments chimiques qui lui sont
nécessaires (Jourdan, 2014) : azote (N), phosphore (P), potassium (K). (Annexe N° 03)

donne la composition chimique d’un milieu de culture typique (Fox, 1999).
v' L’eau

Les spirulines vivent dans une eau a la fois salée et alcaline. L'eau utilisée pour le
milieu de culture doit étre de préférence potable (mais ne sentant pas fortement le chlore) au
moins filtrée (sur bougie filtrante ou sable), le plus important étant I'élimination des algues
étrangeéres. L'eau de pluie, de source ou de forage est en général de qualité convenable.
(Jordan, 1999).

1.5.3. Les systémes de culture

La culture de spiruline nécessite des sels inorganiques au milieu de culture et une

énergie lumineuse, on distingue deux systémes sont (Zighmi, 2017):

o Les systemes ouverts : ils sont des systémes non contrdlés et ont des couts de construction
trés faible, ils nécessitent un moins d’entretien et avoir des besoins énergétiques

inférieures, mais la productivité de biomasse est tres faible (figure05).

Figure 05: Exemple d’un systéme ouvert de culture d’algue (Zighmi., 2017).

o Les systemes fermés : les systémes fermés sont plus chers que 1’ouverts en termes de
construction, les exigences énergétiques et I’entretien, mais ils permettent le contrdle des
paramétres comme le pH, I’injection de CO:2 et la température. Donc on obtient une

biomasse d’une qualité supérieure (Zighmi., 2017)(Figure 06).



Chapitre | Présentation de la spiruline

Figure 06: Exemple d’un systéme fermé (bioréacteur) de culture d’algue .

~10 ~
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Chapitre I1. Valorisation de la Spiruline

11.1.Aspect nutritionnel

La Spiruline est utilisée, en alimentation humaine, grace a sa richesse en protéines,
vitamines, minéraux et acides gras. C'est I'ensemble de tous se nombreux facteurs nutritifs qui
en fait un aliment si précieux. La composition chimique des spirulines est variable selon les
conditions de culture, mais Les caractéristiques les plus intéressantes restent toujours

présentes (Clement, 1975).
11.1.1.Protéines

Les protéines représentent entre 50 et 70% du poids sec, ces valeurs sont tout a fait
exceptionnelles, méme parmi les micro-organismes. D'un point de vue qualitatif, ces protéines
sont complétes. puisqu’on y retrouve tous les acides aminés essentiels (valine, isoleucine,
leucine, lysine, méthionine, phénylalanine, thréonine, tryptophane), (Bujard et al., 1996).
(Pourcentage moyen des acides aminés de spirulina selon différentes auteurs et de spirulina

maxima d’aprées (Browitzka, 1988) (voir annexe 3).

Ce pourcentage est bien plus élevé que celui du poisson (25%), du soja (35%), de la
poudre de lait (35%) et des céréales (14%) (Henrikson, 1994).

Plus la luminosité est élevée, plus le pourcentage en protéines est élevé. De ce fait, la
Spiruline ne nécessite pas de cuisson ni méme I’administration d’un traitement spécial pour

une bonne digestibilité protéique. (Falquet, 1996 ; Kozlenko, 1996 ).
11.1.2. Glucides

Les glucides constituent globalement 15 a 25% de la matiere seche des Spirulines.
L’essentiel des glucides assimilables est constitué de polyméres tels que des
glucosannesaminés (1.9% du poids sec) et des rhamnosannes aminés (9.7%) ou encore de
glycogene(0.5%). Les glucides simples ne sont présents qu'en trées faibles quantités (glucose,
fructose et saccharose), on trouve aussi des polyols comme le glycérol, le mannitol et le
sorbitol (Ciferri, 1983; Flaquet, 2006).

11.1.3. Lipides

La composition en lipides totaux se caractérise par un bon équilibre entre acides gras

saturés et acides gras polyinsaturés. La composition des principaux acides gras révéele la

~11 ~
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présence d'une forte concentration en acides gras essentiels, incluant des oméga-3 et des
oméga-6 qui préviendraient I'accumulation de cholestérol dans I'organisme (Hug et al., 2011).

Les lipides peuvent étre sépares en une fraction saponifiable (83 %) et une fraction
insaponifiable (17%) contenant essentiellement une paraffine, des pigments, des alcools

terpéniques et des stérols
11.1.4. Les enzymes

De nombreuses enzymes entrent aussi dans la composition de la spiruline, sortes de
«facilitateurs» biologiques, dont I’exceptionnel SOD (superoxyde dismutase), qui représente

une arme majeure contre 1’oxydation ou le vieillissement cellulaire (Ahounou, 2018).

La biodisponibilité de la SOD est trés importante grace a la membrane de la spiruline

dépourvue de cellulose (Manet, 2016).
11.1.5. Vitamines

La Spiruline est une algue vitaminée, elle est la deuxiéme source de vitamine
Blderriére la levure de biere. Elle contient aussi une concentration relativement élevée de
provitamine A, vitamine B 12 et B-caroténe (Belay, 1997 ; Sall et al., 1999 ; Cruchot, 2008).

11.1.6. Minéraux et Oligoéléments

La spiruline contient tous les minéraux essentiels (7% du poids sec). Selon le pH et la
composition du milieu de culture, elle absorbe plus ou moins les minéraux d’ou des teneurs

variables (Goulambasse, 2018).

Les oligoéléments ou éléments traces présents dans la spiruline sont le fer, le zinc, le
cuivre, le sélénium, l'iode, le fluor, le chrome, le calcium et magnésium, les autres éléments,

en quantité plus significative, sont considéres comme des minéraux (Avino et al., 2000).
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Tableau 01: Analyse typique des minéraux dans la spiruline (mg/kg)( Falquet et al.,

Valorisation de la Spiruline

11.1.7. Pigments

2006).
Minéraux Tenmeur de la spiruline | Doses requises (mg/jour)®
(mg/kg)
Calcium 1300-14000 1200
Phosphore 6700-9000 1000
Magnésinm 2000-4000 250-350
Fer 600-6000%** 18
Zinc 21-6000%%* 15
Cuivre 8-2000%* 1.5-3
Chrome 2.8 0.5-2
Manganése 25-37 5
Sodmm 4500 500
Potassium 6400-15400 3500
sélénium 0.01-50%%* 0.05

Arthrospira contient de nombreux pigments photosynthétiques : Chlorophylle a, 3
caroténe, phycocyanine, phycoérythrine et environ 11 caroténoides. Ces pigments sont actives
par la lumiére et servent ainsi d’antennes pour recueillir I’énergie lumineuse totale et la

transmettre aux centres de réaction de la molécule de chlorophylle (Fox, 1999).

Tableau 02: Teneurs en pigments exprimées en mg pour 10g de matiére séche de S.
plantensis ( Pierlovisi, 2007).

Pigments Teneur en mg/10g
Chlorophylles totales 115

Chlorophylle a 61-75
Caroténoides (orange) 37

Phycocyanine (bleu) 1500-2000

Phycoérythrine (rouge)

2900-10000

11.1.7.1. La phycocyanine

Elle est constituée d’une structure protéique reliée a un chromophore. C’est un
pigment assez rare dans la nature qui absorbe la lumiére dans une longueur de 61 a 650
nanomeétres. Elle est représentée a environ a hauteur de 10 a 11% en moyenne dans la
spiruline. Appréciée comme colorant bleu naturel dans I’industrie agroalimentaire, de

nombreuses recherches sont en cours pour connaitre toutes ses propriétés. Sa structure
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particuliéere lui confére des propriétés antioxydants, anti radicalaires et détoxifiantes.
(Charlemagne, 2008).

11.1.7.2. La chlorophylle

Elle est un pigment essentiel de la photosynthése puisqu’elle transforme 1’énergie
lumineuse en énergie chimique. Constituée d’un atome de magnésium en son centre, la
chlorophylle est parfois comparée a I’hémoglobine qui possede quant a elle un atome de fer.
La spiruline en contient environ 1%, ce qui stimulerait les fonctions de presque tous les

organes (Charlemagne, 2008).
11.1.7.3. Les caroténoides

Elles sont des pigments non azotés dont la coloration varie du jaune au rouge. La
plupart des caroténoides sont des provitamines a indispensables aux hommes et aux animaux.
La spiruline en contient entre 20 et 25 fois plus que les carottes. Le béta caroténe représente
80% des caroténoides présents. Les caroténoides ont une action anti radicalaire. lls participent
également a la croissance et au développement de 1’individu, ainsi qu’au maintien de la vision

nocturne (Charlemagne, 2008).
11.2. Les activites biologiques de la spiruline

11.2.1. L’activité anti-oxydante

Les principaux actifs antioxydants qui conférent un statut indétronable d’antioxydant
puissant a la spiruline sont : la phycocyanine, la béta carotene, les polyphénols, le superoxyde
dismutase (SOD) et d’autres vitamines et minéraux contenus dans cette matiére
(Goulambasse, 2018).

De nombreuses études in vitro et in vivo ont identifié cette activité potentielle de la
spiruline (ou de ses extraits) et ont montré que le traitement a la spiruline réduit
significativement le stress oxydatif (Goulambasse, 2018). Elle permet le ralentissement du
vieillissement et de la destruction des cellules (Barth et Leo, 2019).

11.2.2. L’activité anti-inflammatoire

La richesse de la spiruline en protéines et en acides gras notamment les oméga 3 et 6
qui ne peuvent pas synthétisés par I’organisme lui donnent un intérét biologique particulier
puisque cet acide gras est un précurseur des prostaglandines, molécules ayant une activité

anti-inflammatoire et immunostimulante au sein de 1’organisme (Charpy et al., 2008).
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11.2.3. Activité antibactérienne

La spiruline posséde des mécanismes de défense pour lutter contre les bactéries
pathogénes. En effet, des études In vitro d’extraits de spiruline sur les bactéries Escherchia
coli et Staphylococcus aureus ont permis d’observer un potentiel antimicrobien. (Kaushik et
Chauhan, 2008).

11.2.4. L’activité antifongique

L’activité antifongique de la spiruline a été démontré par 1’étude de Boutalbi S. 2014,
qu’elle a trouvé que la Spiruline posséde une bonne activité antifongique, le diamétre de
croissance mycélienne est inversement proportionnel aux concentrations extraits de spiruline

dans le milieu de culture.
11.2.5. L’ Activité antivirale
La spiruline blogue I'adsorption et la pénétration virale dans la membrane

Cellulaire a cause de sa richesse en 3-caroténe, en vitamine B12 (Hayashi et al., 1993).

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 (Andreani, 2012).

11.2.6. Activité anticancéreuse

Différentes études ont affirmé que la béta-caroteéne, un des antioxydants implanté
dans la spiruline, pourrait inverser le processus cancéreux et inhiber le déploiement des
cellules cancérigenes. Une de ces études confirmatives du résultat fut élaborée avec des
personnes qui avaient une leucoplasie buccale (état précancéreux de la bouche). Ces derniers,
ont montré apres une prise quotidienne d’1g de spiruline pendant un an une amélioration de

leur état et réussirent a arréter le développement de la pathologie (Vidalo, 2015).

La phycocyanine intervient aussi dans cette activité en s’attaquant aux radicaux

libres responsables du cancer (Vidalo, 2015).
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11.3. Substances antimicrobiennes

L'activité antibactérienne de S. platensis était due aux composés bioactifs qui les
contient notamment les composés phénoliques : les acides phénols, les flavonoides et les
tanins (Setyaningsih et al., 2020) (Tableau 03).

Tableau 03 : Activités biologiques de quelques composés phénoliques (Bruneton,
1999 ; Balasundram et al., 2006 ; Hennebelle, 2007 ; Li et al.,, 2007 ; Habauztt
et Horcajada, 2008 ; Bondla et al., 2009 ; Gresele et al.,, 2011 ; KEBBAB, 2014).

Composés phénoliques Activite biologique
Acides phénols Antifongique, antioxydant, antibactérienne
Tanins Effet stabilisant sur le collagéne, antioxydant

Anti diarrhéique, effet antiseptique, effet vasoconstricteur.

Flavonoides Anti tumorale, anti carcinogéne, anti-inflammatoire, antioxydant,
antiallergique, antiulcéreuse, antivirale, anti-bactérienne, hypotenseur,
diurétique.

Coumarines Anticoagulante, antioxydant, protectrice vasculaire et anti-cedémateuse

Anthocyanes Protectrices capillaro-veineux., anti oxydant

Proanthocyanidines Effets stabilisants sur le collagéne, antioxydants anti-tumoraux,

antifongiques et anti-inflammatoires

Tannins galliques ct catéchiques Antioxydants

Lignanes Anti-inflammatoires, anal gésiques.

11.4. Potentialités et utilisation de la spiruline
11.4.1. Pour la santé

Dans les pays développés et dans quelques régions d’Afrique, la spiruline est
consommée comme complément alimentaire « bénéfique a la santé ». Elle est vendue dans le
secteur des produits dits « Bio ». Diverses utilisations sont proposées par les négociants avec
des arguments basés sur la composition de cet organisme et les études sur les activités de ses
composants. Nous présentons ci-dessous certaines utilisations, sans pouvoir juger de leur

efficacité.

La spiruline n’est pas un médicament. Donc, elle n’est pas soumise a I’obligation de
test d’efficacité: le dosage recommandé et la qualit¢ du produit vendu ne sont pas

nécessairement en adéquation avec les effets affichés.
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La spiruline est vendue :

>
>

vV Vv

Vv v Vv

Pour une alimentation équilibrée : par ses apports en micronutriments ;

Dans les régimes amaigrissants : pour ses taux importants en protéines et en
Phénylalanine, qui régulerait I’appétit ;

Pour I’amélioration des capacités sportives : par ses teneurs en fer, en vitamine
B12, et en B-caroténe qui faciliteraient la récupération ;

Pour son activité antioxydant liée a la phycocyanine ;

Pour son activité anticoagulante liée a la spiruline Calcique (Sp-Ca) et au spiruline
Sodique (Sp-Na) ;

Pour renforcer le systeme immunitaire grace aux polysaccharides ;

Pour son activité antivirale : liée au B-caroténe et vitamine B12 ;

Pour son activité anti tumorale : liée a la phycocyanine ;

Pour son activité de diminuer le cholestérol grace aux acides gras polyinsaturés
oméga-3 et oméga-6 (Parikh et al., 2001).

11.4.2. Autres utilisations

v

En cosmétique, la spiruline est utilisée dans les masques cryogéniques et cremes anti-
age, grace a son action sur le renouvellement cellulaire et la tonicité des tissus. Elle est
aussi utilisée en synergie avec d’autres algues, comme agent cicatrisant et antiseptique
(Spolaore et al, 2006).

Dans I’agroalimentaire, elle est utilisee comme colorant naturel (la phycocyanine est
un des rares pigments naturels de couleur bleue) dans les chewinggums, sorbets,
sucreries, produits laitiers, boissons non alcoolisées.
Spiruline a usage animal, la spiruline est utilisée comme complément nutritionnel en
agroalimentaire, pour des effets tres spécifiques :

%+ Favoriser la croissance et la fertilité
Des études sur les poissons d’aquarium tels la crevette (Kim et al., 2006) ont montré
les effets bénéfiques de S. platensis en ce domaine. L’influence bénéfique sur la
croissance, de I’incorporation de spiruline dans la nourriture des poulets de chair a été
présentee par d’autres chercheurs (Razafindrajaona et al., 2000).

% Renforcer les défenses immunitaires

La spiruline est ajoutée aux granulés dans la nourriture des poissons d’élevage,

plus souvent soumis a des infections virales et/ou bactériennes que les poissons sauvages
(Watanuki, 2006).
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Chapitre 111: Matériel et méthodes

111.1.Matériel

111.1.1. Objectif du travail

Face aux problemes de la résistance bactérienne aux antibiotiques synthétiques,
beaucoup de travaux ont été menés sur le pouvoir antibactérien des produits naturels extraits
des algues. C’est dans ce contexte que le présent travail a étudié I’activité antimicrobienne de

la spiruline.
111.1.2.Lieu de stage

Notre travail a été réalisé au niveau du laboratoire de Biologie d’Ecole

Normale Supérieure (ENS) de Ouargla.
111.1.3. Matériel biologique
111.1.3.1. Origine des souches de spiruline

Nous avons travaillé avec une souche de cyanobactéries : S. platensis d’origine

Tchadienne.
111.1.3.2. Microorganismes testés
Notre étude a porté sur 6 souches de référence qui sont :

Quatre bactéries pathogenes : a Gram différents (Tableau 04) et deux espéces de
champignons : Aspergillus carbonarius (A. carbonarius) et Fusarium culmorum

( F.culmorum).

Tableau 04 : Les souches bactériennes utilisées.

Bactéries Références

Gram positif Bacillus subtilis (B. subtilis) ATCC 6633
Listeria monocytogenes (L. monocytogenes) ATCC 13932

Micrococcus luteus (M. luteus ) ATCC 9314

Gram négatif Pseudomonas aeruginosa (P. Aeruginosa) ATCC9027
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111.2. Méthodes

Ce travail a été effectue selon le plan illustré dans la figure 07 :

Matiéres séche

Arthrospira platensis

———

Broyage

Extraction

Macération hydroalcoolique

A 4

Composés bioactifs

Activité antimicrobienne

Activité antibactérienne Activité antifongique

A 4

Méthode des disques Méthode des puits

Figure 07 : Plan générale de la partie expérimentale.
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111.2.1. Extraction des composes bioactifs par macération hydro-méthanolique
Pour I'extraction des principaux composés bioactifs tels que les polyphénols
contenus dans les plantes nous avons opté pour l'utilisation d’une méthode décrite par
Sultana et al., (2009). Cette méthode d'extraction n’est qu’un procédé d’extraction
discontinu solide-liquide par macération et qui consiste a laisser tremper le solide dans
un solvant a température ambiante durant quelques temps et a extraire les constituants

solubles par évaporation du solvant sous vide.

L’extraction des composés bioactifs des micro-algues est réalisée par usage de
M¢éthanol comme solvant d’extraction. Elle est effectuée sur des prises d’échantillons
de 10 g de matiére broyée. Le broyat est mélangé avec 100 ml de solvant aqueux
(70/30, solvant/eau). Le mélange est laissé pendant 24 heures a température ambiante
et a I’obscurité. La durée de l'extraction favorise la dépolymérisation des principaux
composés constitutifs de 1’algue tels que la lignine ainsi que les substances pectiques
et permet une meilleure solubilisation des principaux composés bioactifs (Ali et
Doumandji, 2017) (Figure 08).

L’extrait hydro alcoolique obtenu sera filtré en utilisant un papier filtre
Wattman et débarrassé du solvant par évaporation sous vide a I’aide d’un rotavapeur a
45°C (Photo 01).

L’extrait est transféré dans un four a air chaud, ou il est séché a 40°C et stockés

et conservé dans un flacon sombre a 4 °C.

e e 2

Photo 01: Evaporation sous vide a I’aide de rotavapeur.
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Matériel et Méthodes

Matériel végétal broyé:
Poudre de spiruline 10g

Extraction hydroalcoolique
méthanol /eau (70/30)

Macération
24 h, Répétée 3 fois

Filtration

Filtrat

Evaporation
par rotavapeur

Lextrait brut de la spiruline

Figure 08 : Les étapes d’extraction hydrométhanolique a partir de la poudre de

spiruline des extraits bruts par macération.

111.2.2. Calcul de rendement d’extrait sec

Le rendement en pourcentage (%), est défini comme étant le rapport entre la masse

d’extrait et celle de la plante séche en poudre. Il est calculé par la formule suivante :

|

PB : poids d’extrait brut

R dt = (PB/PA) x 100 1

~21 ~
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111.2.3. Pactivité antibactérienne de I’extrait de la spiruline
L’évaluation de I’activité antibactérienne de ’extrait de S. platensis est réalisée par
deux méthodes de diffusion: sur disque et sur puits (Hellal, 2011), selon les étapes

suivantes :
111.2.3.1. Préparation des cultures bactérienne

111.2.3.1.1.Revivification des souches

Les souches conservées sont ensemencées dans 5 ml de bouillon nutritif
(Annexe 04). L’ensemble est incubé a une température de 37°C pendant 24h. Cette
étape contribue a I’enrichissement et la revivification des souches (Sivakumar et

Santhanam, 2011).
111.2.3.1.2. Repiquage

Le milieu Mueller-Hinton (gélose MH) est utilisé pour étudier 1activité
antibactérienne des différentes souches bactériennes(Annexe 04). Le milieu est coulé dans
des boites de Pétri de 9 cm de diameétre a une epaisseur de 4 mm (Environ 15 ml). Les boites
sont ensuite refroidies 30 min avant leur utilisation. Apres refroidissement et solidification du
milieu de culture sur la paillasse, la suspension bactérienne (conserves en bouillon nutritif) est
ensemencée sur milieu solidifie. Les boites sont ensuite fermées et incubée a température de
37°C pendant 24h.

111.2.3.2. Activité antibactérienne

a. Préparation de I’inoculum

Aprés incubation, une quantité équivalente de 0.5 Mc Farland a I’aide d’un
colorimétre (on obtient alors des inoculum estimés de 10° & 108 unités formant
colonies par millilitre (UFC/ ml)) de chaque colonie des souches étudiées est
ensemencée dans des tubes a essai contenants 9 ml d’eau physiologique. Toutes les
souches bactériennes a étudier sont ensemencées par la méthode d’inondation sur une
gélose MH a partir de I’inoculum préparé dans des conditions aseptiques a raison de

trois répétitions pour chaque souche et pour chaque méthode.
b. Méthode de diffusion sur disques

La méthode de diffusion sur disques est basée sur la diffusion des substances a tester

dans une gelose de culture sur laquelle pousse les bacteries (Hellal, 2001).
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Dans les conditions aseptiques et a I’aide d’une pince stérile, des disques stériles de
papier wattman de 6 mm de diametre sont déposés sur la surface de la gelose (7
disques/boite). Les disques sont chargés chacun par 10 ul des extraits de la spiruline. Ces
extraits ont été préparé avec une solution a 1 mg/ml dans le diméthyle sulfoxyde (DMSO) a
déférentes concentrations (0,1, 10, 25, 50, 75 et 100 mg / ml). Les boites de Pétri sont ensuite
incubées a 37°C pendant 18 a 24h (Hellal, 2001).

Les diametres des zones d’inhibition sont ensuite mesurés avec précision, et en
fonction des valeurs de références, 1’effet de notre extrait a été évalué. Plus le diametre de la

zone d’inhibition est grand, plus la souche est sensible (Pibiri, 2006).

c. Méthode de diffusion sur puits

Cette méthode est basée sur la diffusion des substances a tester qui sont imprégnées
dans des puits sur un milieu solide ensemencé avec création d’un gradient de concentration
apres un certain temps de contact entre ces substances et le microorganisme cible. L’effet du
produit antibactérien sur la cible est apprécié par la mesure d’une zone d’inhibition, et en

fonction du diamétre d’inhibition (Hellal., 2011).

A la surface des boites inoculées on provoque des puits (7 puits/boite) de 8 mm de
diametre et chacun est imprégné par 60 ul d’extrait de S. platensis a différentes
concentrations (Vardar et al., 2003).

Pour une bonne diffusion, les boites sont laissées sur la paillasse pendant 30 minutes.
Elles sont ensuite incubées a 37°C pendant 18 a 24h. Aprés incubation, la zone d'inhibition

autour du puits est observée et mesurée (Annexe 05).

L’activité antibactérienne de I’extrait de spiruline testé est déterminée par la mesure
avec précision des diamétres des zones d’inhibition obtenues au contact et autour les puits et
les disques. La comparaison des résultats obtenus avec les valeurs des références nous permet

d’évaluer I’effet de notre extrait.

111.2.4. Pactivité antifongique de I’extrait de la spiruline

Deux méthodes sont réalisées dans cette étude pour la détermination de D’activité
antifongique : méthodes de diffusion sur disque et sur puits ( Aboun et al., 2008 ; Abi-ayad,
2009).
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111.2.4.1. Préparation des cultures fongiques

111.2.4.1.1.Revivification des souches

Les souches conservées sont ensemencées dans 5 ml de bouillon nutritif.
L’ensemble est incubé a une température de 25°C pendant 24h. Cette étape contribue a

I’enrichissement et la revivification des souches (Sivakumar et Santhanam, 2011).
111.2.4.1.2. Repiquage

Dans des boites de pétri de 9mm de diameétre ,15 ml des milieux MH sont coulés et
I’épaisseur doit étre impérativement de 4 mm. Les milieux sont laissés se solidifier sur une

surface dans des conditions aseptiques.

L’ensemencement de la suspension fongique est fait par inondation sur toute la surface

du milieu solidifie.
Les boites sont ensuite fermées et incubée a température de 37°C pendant 24h.
111.2.4.2. Activité antifongique

a. Préparation de I’inoculum

Les colonies qui ont été isolées a partir des cultures jeunes sur milieu gélose nutritive
incubées a 37°C pendant 18 a 24 heures sont transférées dans des tubes contenant de 1’eau
physiologique stérile, afin de préparer des suspensions ayant une turbidité équivalente au
standard Mc Farland 0.5 ce qui correspond & 108 UFC/ml.

L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, ou bien de

I’eau physiologique stérile s’il est trop fort ( Aboun et al., 2008 ; Abi-ayad, 2009).

b. Méthode de diffusion sur disques

Des disques de diffusion sont a la surface de la gélose inoculée a 1’aide d’une pince
stérile .Dans chaque boite, 7 disques de 6 mm de diameétre (papier wattman) sont imbibés des
extraits de la spiruline. Ces extraits ont été préparé avec une solution a 1 mg/ml dans le
diméthyle sulfoxyde (DMSO) a différentes concentrations (0,1, 10, 25, 50, 75 et 100 mg / ml)
(Annexe 05). Les boites de Pétri sont ensuite incubées a 37°C pendant 18 a 24h ( Aboun et
al., 2008 ; Abi-ayad, 2009).

L’inhibition de la croissance est traduite par 1’apparition des halos clairs autour des
disques et les résultats sont obtenus en mesurant le diamétre de ces zones d’inhibition
(Eucast, 2010).
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c. Méthode de diffusion sur puits

Apres I’ensemencement et le séchage des boites de pétri, les puits sont comblés avec

les extraits de micro-algue. Et les semences sont mises a incuber a 37°C pendant 24 heures
(Eucast, 2010).

L’activité antibactérienne des métabolites extracellulaires testés est déterminée par la
mesure des zones d’inhibition obtenues au contact et autour des disques.

Tous les tests sont réalisés en triplicata.

Le dispositif expérimental adopté pour la réalisation de cette partie de travail est
représenté dans la Figure 09.
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Figure 09:Les étapes de I’antibiogramme par la méthode de disques/puits.
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Chapitre 1V: Résultats et discussion

1VV.1. Rendement en extrait brut

L’extraction est une étape trés importante pour 1’isolement et l'identification des
principes actifs a haute valeur ajoutée a partir de la matiere végeétale, notamment le cas des
polyphénols, qui suscitent actuellement beaucoup d’intérét grace a leurs activités biologiques

diverses en particulier leur propriétés antioxydants (Sultana et al., 2006).

La macération de 10 g de la poudre de S. platensis dans la solution hydro-
méthanolique a permis d’obtenir un extrait sec de couleur verte foncée, aspect solide avec une
odeur piquante, ces résultats sont similaires aux résultats des études précédentes tel que celle
de Doumandji et al., (2011) (Doumandji et al., 2011).

Le rendement de D’extrait a été déterminé par rapport au matériel végétal sec. Le

résultat du calcul du rendement massique et le pourcentage obtenu est :

R(%)=(3.260/10)x100=32.60%

R(%6)=32.60%

IV.2. Résultats de P’activité antimicrobienne de I’extrait de la spiruline

L’activit¢ de I’extrait méthanolique de S. platensis a été testée contre deux
Champignons (A. carbonarius et F. culmorum) et quatre bactéries : trois bactéries a Gram
positif (B. subtilis, L. monocytogenes, et M. luteus) et une bactérie a Gram négatif (P.

aeruginosa).
1V.2.1.Résultat de I’activité antibactérienne

Les résultats de I’activité antimicrobienne de 1’extrait obtenu par la méthode de
diffusion sur le milieu Mueller-Hinton gélosé par disques et par puits sont présentés ci-
dessous (Tableau 05). Les valeurs des diameétres des zones d'inhibition sont incluses en (mmz

écart-type).

~ 26 ~



Chapitre IV Résultats et Discussion

Tableau 05 : Résultats de I’effet de I’extrait de la spiruline sur les souches bactériennes

étudiées.
Souches Diffusion sur disques Diffusion sur puits
B. subtilis 14+0.10 mm 17+0.5 mm
L. monocytogenes 18+0.25 mm 15+0.10 mm
M. luteus 10+0.14 mm 13+0.75 mm
P. aeruginosa R R

R : Résistance.

Les résultats des tests antibactériens montrent que 1’extrait de la S. platensis a une
activité antibactérienne. Cette activité est révélée que contre les bactéries a Gram positif (B.

subtilis, L. monocytogenes, et M. luteus).

En effet les deux méthodes de diffusion utilisés révélées la sensibilité de toutes les
bactéries a Gram positif avec des diamétres varient entre 10 et 18 mm marqués
respectivement contre les bactéries M. luteus , B. subtilis et L. monocytogenes, la plus grand

sensibilité est marquée contre la derniére souche .

Par contre une résistance est marquée contre la bactérie a Gram négatif P.

aeruginosa.
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IV.2.1.1. Activité antibactérienne de I’extrait sur Bacillus subtilis

Notre extrait de la spiruline exerce un effet inhibitrice contre la B. subtilis apparait par
un halo de (17£0.5 mm) par la méthode des puits et de (14+0.10 mm) par la méthode des
disques. La zone d’inhibition par la méthode de puits est relativement remarquable (Tableau

07).
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Figure 10 :L’effet inhibiteur de I’extrait de S. plantensis contre B. subtilis.
IV.2.1.2.Activité antibactérienne des extraits sur Listeria monocytogenes

L’extrait de la spiruline a un effet inhibiteur vis-a-vis L. monocytogenes. Il se traduit
par une zone d’inhibition de (18 £0.25mm) par la méthode des disques et de (15+0.1mm) par
la méthode des puits (Tableau 07).

w
N

[any
(e}
1

® Par disque
® Par puits

Diamétre mmoyenne des
zones d'inhibition (mm)

Figurell :L’effet inhibiteur de I’extrait de la spiruline contre L. monocytogenes .
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1V.2.1.3. Activité antibactérienne des extraits sur Micrococcus luteus

L’extrait méthanolique de la micro-algue S. platensis montre une sensibilité de (12

mm) a (13 mm) contre M. luteus respectivement par puits et par disques mais les zones

d’inhibitions dans cette derniére sont moins remarquables (Tableau 07 ).
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Figure 12 :L’effet inhibiteur de I’extrait de la spiruline contre de M. luteus.

IV.2.1.4. Activité antibactérienne de I’extrait sur Pseudomonas Aeruginosa

L’extrait de la spiruline n’a pas d’effet inhibitrice vis-a-vis P. Aeruginosa (Tableau

07).

IV.2.2. Activité antifongique

Les résultats de I’activité antifongique des souches testés sont regroupés dans le

tableau 06 :

Tableau 06 : Résultats de I’effet de I’extrait de la spiruline sur les souches fongiques

étudiées.
Souches Diffusion sur disques Diffusion sur puits
A. carbonarius 10£0.20 mm 12+0.26 mm
F. culmorum 11+0.35 mm 14+0.50 mm
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Les résultats obtenus montrent une moyenne activité antifongique de I’extrait de
S.platensis contre les deux souches testées. Cette activité apparue par des zones d’inhibition
de diameétre entre 10 et 14 mm marqués respectivement contre A. Carbonarius et F.

culmorum. Par les deux méthodes de diffusion, la souche la plus sensible est F. culmorum.
IV.2.2.1. Activité antifongique de ’extrait sur Fusarium culmorum

Le champignon F.culmorumest sensible a I’extrait d’algue bleu-vert; La zone
d’inhibition observée est de (11 £0.35 mm) par la diffusion sur disque et de (14+0.5 mm) par

la diffusion sur puits ( Tableau 07).
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Figure 15: Effet inhibiteur de I’extrait de la spiruline contre F.culmorum .
1V.2.2.2. Activité antifongique de I’extrait sur Aspergillus carbonarius

L’effet antifongique de D’extrait de la spiruline a été remarqué vis-a-vis
A.Carbonarius avec un diamétre d’inhibition de (12+0.5 mm) par la méthode de diffusion sur

puits et de (10£0.20 mm) par la méthode des disques (Tableau 07 ).
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Figure 15: Effet inhibiteur de I’extrait de la spiruline contre d’A. Carbonarius.
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Méthode de diffusion sur Méthode de diffusion sur
puits disques
B. subtilis

L. monocytogenes

M. luteus

Photo 04

P. Aeruginosa

F.culmorum

A. Carbonarius

Tableau 07 : L’effet de I’extrait de S. plantensis sur differents microorganismes.
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1VV.3. Discussion

Dans cette étude, nous avons évalué I’activité antibactérienne et antifongique
de [D’extrait de la spiruline (Extrait brut méthanolique) sur quatre souches bactériennes: B.
subtilis, L. monocytogenes, M. luteus et P. aeruginosa et deux Champignons (A. carbonarius

et F. culmorum) qui sont responsables de plusieurs infections chez ’Homme et les animaux.

Cette étude nous a permis de prouver I’efficacité de I’extraction par la macération

hydroalcoolique avec un bon rendement de plus de 30%. Cela est due a :

La méthode d’extraction (macération), I’origine de la spiruline et la composition chimique des
extraits préparés jouent un rdle important dans la détermination du rendement (Etahiri,
2015).

La combinaison méthanol-eau dans les proportions 70:30 en volume donne le meilleur
rendement d’une macération et que cette méme combinaison a donné la teneur la plus élevee
en composés phénoliques des micro-algues par rapport a d’autres solvants dont 1’éthanol-eau,

acetone-eau et eau distillée (Mohammedi et Atik, 2011).

D’aprés Moreda, (2007), si le diamétre critique d’inhibition est supérieur a 18 mm, la
souche bactérienne est dite sensible. Si le diamétre est compris entre 10 et 18 mm la bactérie
posséde une sensibilité intermédiaire. Par contre, si le diamétre critique d’inhibition est

inférieur a 10 mm, la souche bactérienne est considérée résistante (Moreda, 2007).

Les résultats obtenus de I’activité antibactérienne de 1’extrait de la spiruline contre B.
subtilis sont élevés par rapport aux autres travaux, tel que celui de Shalini et al., (2012) avec
une zone de (10£0.17mm) par la méthode des puits et ceux de Jannaatul (2015) avec une
zone de (0.7+£0.1mm) par la méme méthode. Par contre, notre résultat est faible par rapport a
celui de Ali et al., (2017) qui ont marqué une zone de (23+ 0.24 mm) par diffusion sur disques
(Shalini et al., 2012 ;Jannaatul ,2015 ;Ali et al., 2017).

Les résultats obtenus contre L. monocytogenes s’accordent approximativement avec
ceux obtenus par Francesco et al., (2020) et Shalini et al., (2012) dont ils montrent une forte
inhibition entre 15 mm et 19 mm par la méthode des puits (Francesco et al., 2020 , Shalini et
al., 2012).

Plusieurs travaux antérieurs ont montré un effet inhibiteur moyen de la spiruline contre

M. luteus comparable a nos résultats comme les recherches de Challof, R et al., (2011) et al.,
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( 2011) et Trabelsi, ( 2009) avec 7 jusqu’a 15 mm de diamétre (Challof, R et al., 2011 ;
Trabelsi, 2009).

L’absence d’inhibition observée chez P. Aeruginosa  est signalée avant par
Velichkova et al. (2018) . Ils ont rapporté que I’extrait méthanolique de la spiruline n’a pas

d’activité inhibitrice vis-a-vis P. Aeruginosa (Velichkova et al., 2018).

Concernant I’activité antifongique de la spiruline vis-a-vis F. culmorum, elle a été
rapportée par Ben halima et al., (2019). Ces auteurs ont rapporté que I’extrait méthanolique
de la spiruline exerce une inhibition moyenne contre le champignon F. culmorum de
(10£0.75mm). Ces valeurs sont mois élevées par rapport a les notres (Ben halima et al.,
2019).

Les résultats obtenus contre A. carbonarius sont compatibles avec 1’étude de
Velichkova et al., (2018) qui ont montré une activité moyenne entre 10 mm et 13 mm
(Velichkova et al., 2018).

En effet, sur les quatre souches étudiées, 1’activité antibactérienne n’est observée que
sur les bactéries Gram positives alors qu’elle est totalement absente chez la bactérie P.

aeruginosa qui est Gram négative.

L’extrait hydroalcoolique de la spiruline peuvent exerce des activités différentes :
inhibitrice pour les champignons (A. carbonarius et F. culmorum ) et les bactéries Gram
positives (B. subtilis, L. monocytogenes, M. luteus ) et inactive pour la bactérie Gram négative

(P. aeruginosa).

La sensibilité des bactéries & Gram positif due a 1’action sélective des métabolites
secrétés par la spiruline en fonction de la nature membranaire de la bactérie cible .1l a été
signalé dans plusieurs études que les bactéries Gram positif semblent plus sensibles que les
bactéries Gram négatives (Jannaatul ,2015).

L’absence d’inhibition observée chez P. Aeruginosa est peuvent étre due au choix
du solvant selon Zheng et al., (2001) ; Hellio et al., (2004 ) et Manilal et al., (2009). Les
méthodes expérimentales et le type de solvant utilisé constituant des facteur trés importants
pour déterminer la bioactivité des micro-algues (Zheng et al., 2001 ; Hellio et al., 2004 ;
Manilal et al., 2009).

Enfin l'extrait méthanoligue de la spiruline a montré une activité

antimicrobienne. Cox et al., 2010 et Srivastava et al., 2010 ont rapporté que l'extrait

~33 ~



Chapitre IV Résultats et Discussion

méthanolique des cyanobactéries contient des composés phénoliques, des alcaloides et des
acides aminés qui sont responsables de l'activité antimicrobienne (Cox et al., 2010 et

Srivastava et al., 2010).

En plus, il est rapporté que 1’activité antimicrobienne des algues peut étre influencee
par I’habitat, le stade de croissance et la saison de la collecte des algues (Zheng et al., 2001;
Farid et al., 2007).
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Conclusion et perspectives

La spiruline (S. platensis) est parmi les algues qui peuvent étre introduites en
alimentation humaine et animale grace a leurs propriétés thérapeutiques et sa valeur

nutritionnelle.

L’étude des propriétés antibactériennes et antifongiques de 1’extrait de la spiruline

nous a permis d’obtenir des résultats intéressants.

L’extrait de la spiruline s’est avéré efficace contre les Bactéries Gram positives : B.
subtilis, L. monocytogenes, M. luteus. Par contre, elle n’a pas d’effet contre 1a Bactérie Gram

négative: P. aeruginosa.

Notre étude confirme qu’en plus que son effet nutritionnel, la supplémentassion
alimentaire en spiruline peut-étre recommandée comme traitement anti-microbien en vue son
inhibition de 1’activité bactérienne et anti fongique. Cela peut étre attribué a leur richesse en

composés biologiquement actifs.

Enfin, I’ensemble de ces résultats obtenus in-vitro ne constitue qu’une premicre étape
dans la recherche de substances et source naturelle biologiquement actives. Des essais
complémentaires seront nécessaires et devront pouvoir confirmer les performances mises en

évidences.

Alors, et comme perspectives, nous envisageons entreprendre les différentes activités

de recherche suivantes :

o Optimiser la culture de la spiruline tout en réduisant les moyens nécessaires
(réactifs,...) et le colt.

o Etudier I’effet antagoniste de la spiruline par rapport une large gamme de
micro-organismes (Bactéries multi-résistantes, champignons, parasites).

o Etudier I’effet synergique de substances bioactives de la spiruline contre les
micro-organismes.

o ldentification de différentes substances bioactives de la spiruline.
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ANNEXE




Répartition géographique de la spiruline a
Uétat naturel actuel et passé

Carte extraite du livre : Les incroyables vertus de la spiruline.
Géraidine Laval Legrain & Benoit Legrain

Annexe 01 : Distribution géographique de la spiruline (Castenholz, 2001).

Acides aminés Jacquet 1974 Cléement 1975b Fox 19992 Borowitzla
Acides amines | Jacgqumet 1974 Clement 1975b Fox 1999 Borowitzka
esvemiiels (%)

Teoleucime 50 530 508 570
lewcine 800 R 8.71 270
Lysine 420 4.50 5.25 510
Methionine 1325 2.60 385 21.50
Pheoyvlalanine 4.40 450 5.08 3.00
Threonine 470 5.50 5.58 3.40
Trpophane 1.00 .50 1.48 1.60

Waline 3570 590 7.73 T.50
Acides aminés | Jacquet 1974 Cléement 1975b Fox 19992 Borowitzla
monessentiels(®u)

Alanins T2 T.80 8.24 7.0
Arginme G50 &.70 7.83 750

Aride aspartigue 230 9.20 o.50 o0
Cystéine 0.as 080 0.93 0.0

Aride glutamigue NC 12.90 133 1270
Glycine 4_BO 5.00 5.07 EX:1]
Histidine 160 1.40 1.50 1.50
Proline 3,80 1.20 4.3 4. 10

Serina 5.000 5.60 .46 5.30
TyTosine 430 490 NC .50
NC =

Annexe 02 : Pourcentage moyen des acides aminés de la spiruline selon
différentes auteurs (Browitzka, 1988).



Elements Concentration en mg /1
Bicarbonate 2800
Phosphate 614
Sulfate 25
Chlore 350
Sodum 3030
Potassium 4380
Magnésinm 642
Calcium 10
Ammoninm 5
Ammoniac 5
Fer 1

Annexe 03 : Tableau d’Analyse d’un milieu de culture typique (Fox, 1999).

#% Formule Bouillon nutritif

Pour 1 litre de milieu

-PEPEONBE wuviviaiasieivaini 10,0 g
- Hydrolysat de caséine ........ev00 5,008
- Chlorure de sodium,........cocovaveees, 3,08
< Formule Gélose Mueller-Hinton
Ingredients en grammes par litre deau distillée
ou démineralisée;
S 01 5 | A YR I LR S A 3,0 g
- Hydrolysat de caséine .......... 17.5
= AEAT oiscitedoineds v v 1R B
= LBE i e R e s o ] = L
- MBS o snpenimnmemr e s smpedsaew W= T2, MELL
-pH fimal ..o 1,42 0,2

Annexe 04 :Composition des milieux de culture utilisés.



Annexe 05 : Photos des manipulations au laboratoire.




Recherche de I’activité antimicrobienne de la spiruline
Résumeé :

Les cyanobactéries en général, synthétisent et secretent dans leur milieu de culture des substances
diverses a activité antibiotique. Afin de prédominer dans leurs écosystémes, comme chez 1’espéce
Arthrospira platensis.

Notre travail vise la mise en évidence de 1’activité antimicrobienne (par la méthode de diffusion
sur puits et sur disques) de 1’extrait méthanolique de la cyanobactérie A. platensis , a savoir, ’activité
antibactérienne sur les bactéries a Gram négatif (Pseudomonas aeruginosa) et les bactéries a Gram positif
(Bacillus subtilis, Listeria monocytogenes et Microccus luteus ).

L activité antifongique est mesurée sur les champignons Aspergillus carbonarius et Fusarium
culmorum.

Les résultats obtenues montrent que les champignons et les souches bactériennes Gram positif
étudiées ont une sensibilité intermédiaire (10 a 18 mm) vis-a-vis I’extrait bruts de la spiruline, par contre
que cet extrait n’a pas d’activité inhibitrice vis-a-vis la bactérie Gram négatif :P. Aeruginosa .

Enfin, notre extrait a montré un effet antimicrobien de la spiruline comparable aux travaux publiés
dans la littérature.

Mots clés : Arthrospira platensis ,substances diverses, méthode de diffusion sur puits et sur disques ,

Research of antimicrobial activity of spirulina
Abstract :

Cyanobacteria in general synthesize and secrete various substances with antibiotic activity in
their culture medium. In order to predominate in their ecosystems, as in the species Arthrospira platensis.

Our work aims to demonstrate the antimicrobial activity (by the diffusion method on wells and
on disks) of the methanolic extract of the cyanobacteria A. platensis, namely, the antibacterial activity on
Gram-negative bacteria ( Pseudomonas aeruginosa) and Gram-positive bacteria (Bacillus subtilis, Listeria
monocytogenes and Microccus luteus).

The antifungal activity is measured on the fungi Aspergillus carbonarius and Fusarium culmorum.

The results obtained show that the fungi and the Gram positive bacterial strains studied have an
intermediate sensitivity (10 to 18 mm) towards the crude extract of spirulina, on the other hand that this
extract has no inhibitory activity. with respect to the Gram-negative bacteria: P. Aeruginosa.

Finally, our extract showed an antimicrobial effect of spirulina comparable to work published
in the literature.

Key words: Arthrospira platensis, various substances, well and disc diffusion method, antibacterial
activity, antifungal activity.
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