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ABSTRACT 

  Arthrospira platensis (Spirulina) is a widely known blue green microalga in nutritional and therapeutic applications, due 

to its richness in nutrients and bioactive elements (ω-6, phycocyanins (CPC), polyphénoles) with has antioxidant functional 

properties. Comparative studies on biochemical and phytochimical composition of different strains native from Algeria, Chad and 

the USA, showed that the HSP strains of the United States and HTam of Algeria cultivated in controlled environments has a great 

potential to be used in nutraceuticals because there richness in nutrients and bioactive compounds, mainly CPC. However, much 

effort has been devoted to study and developed new methods of extracting phycocyanin from spirulina by minimizing the impact 

on the nutritional content and quality of extracted compounds. Among innovative methods of cell disruption, pulsed electric field 

(PEF) treatment is widely used for disintegration of cells and extraction of intracellular components, while minimizing the 

changes of their physical and chemical properties. Compared to conventional treatment for phycocyanins extraction (Ultrasound 

and freezing / thawing) from fresh spirulina, PEF is more efficient, since it allows a concentration of 0.178 g / l, with an efficiency 

of 96% by applying a reduced processing time (300 μs) and a low energy density of 0.052 kJ / ml. The optimization study PEF 

phycocyanin extraction from this microalga, show that the PEF parameters namely, intensity, time and temperature of treatment, 

also their interactions have a significant effect on the yield extraction and the CPC purity. The optimum extraction obtained is 

0.16 g / l with a desirability of 91% and a purity of 0.83. These results are obtained for specific conditions of PEF (45 kV / cm), 

temperature (20 ° C) and processing time (75 μs). The CPC extracted has a very high antioxidant activity (87% at a concentration 

of 200 μg / ml). 

RÉSUMÉ 

L’algue bleue vert Arthrospira platensis communément appelée spiruline est cultivée et commercialisée dans le monde 

sous différentes souches et formes. Largement connue dans le domaine nutritionnel et thérapeutique en raison de sa richesse en 

éléments nutritifs principalement les protéines ainsi qu’une large gamme de composés bioactifs à propriétés fonctionnelles 

antioxydanntes (ω-6, les phycocyanines CPC et polyphénoles). L’analyse comparée de la composition biochimique de différentes 

souches provenant de trois pays (Algérie, Tchad et Etats-Unis d’Amérique) a montré que les souches HSP des États-Unis et HTam 

de l’Algérie cultivées en milieu contrôlées en plus de potentiel à être utiliser dans le nutraceutiques, car elles sont très riche en 

composés bioactifs (CPC). Cependant, Beaucoup d'efforts ont été consacrés à l'étude et au développement de nouvelles méthodes 

d’extraction de la phycocyanine à partir de la spiruline en réduisant au maximum l'impact sur le contenu nutritionnel et la qualité 

des composés extraits. Parmi les méthodes innovatrices de rupture cellulaire, le traitement par champ électrique pulsé (CEP) est 

largement utilisé pour la désintégration des cellules et l'extraction des composants intracellulaires, tout en réduisant au minimum 

la perte de leurs propriétés physico-chimiques. Comparé aux traitements conventionnels d’extraction des phycocyanines, 

(Ultrasons et congélation / décongélation) à partir de la spiruline fraiche, le CEP est plus efficace, puisque il permet d’avoir une 

concentration de 0,178 g/l, avec une efficacité de 96 %  en appliquant un temps de traitement réduit (300 µs) et une densité 

d’énergie faible 0,052 kJ/ml. L’étude de la modélisation et de l'optimisation de l'extraction de la phycocyanine par CEP à partir de 

cette microalgue à montrer que les paramètres intensité de CEP, temps et température de traitement ainsi que leur interactions ont 

un effet significatif sur le rendement d’extraction des phycocyanines et la pureté de la CPC. L’optimum d'extraction obtenu est de 

0,16 g/l avec une désirabilité de 91 % et une pureté de 0,83. Ces résultats sont obtenus pour des conditions particulières d’intensité 

de CEP (45 kV/cm), de température (20 °C) et de temps de traitement (75 µs). la CPC extraite à une activité antioxydante très 

élevée (87% pour une concentration de 200 µg/ml). 

 

 ملخص

معروفة على نطاق واسع في مجال  التطبيقات العلاجية و الغذائية بسبب غناها بالعناصر الغذائية  . المعروفة باسم سبيروليناArthrospira الطحالب المجهرية

والولايات  تشاد الجزائر،)لسلالات مختلفة من ثلاثة بلدان أظهر تحليل البيوكيميائ . الوظيفية  المؤكسدة خاصة البروتينات و العناصر النشطة بيولوجيا  ذات الخصا ئص

أنفق الكثير من الجهد  لقد(. phycocyanine, CPCخاصة )الجزائر غنية جداً في بيواكتيفيس  HTamالولايات المتحدة وسلالات  HSPسلالة  أن( المتحدة الأمريكية

يستخدم ( CEP)من بين أساليب مبتكرة لتمزق الخلية، العلاج بالمجال الكهربائي النبضي .يرولينا من سب phycocyanine في دراسة وتطوير أساليب جديدة لاستخراج

الموجات فوق الصوتية ) مقارنة بالعلاجات التقليدية,على نطاق واسع لتفكك الخلايا واستخراج المكونات داخل الخلايا، وتقليل من الخسائر في خصائصها الفيزيائية

جدا  قصير بتطبيق وقت% 69لتر، مع كفاءة /غرام 8.1.0بتركيز  ونظرا لأنه يساعد على استخراجه .من سبيرولينا الطازجة CPCلاستخراج ( ذوبان الجليد/وتجميد

 النتائج. فيكوسيانينس أثرا كبيرا على الأداء لاستخراج لها )التيارودرجة الحرارة شدة ,الوقت (إعدادات. مل/كيلوجول 8.8.0 ب  تقدر ضعيفة وطاقة( المايكروثانيه 088)

، درجة (سم/كيلوفولت .5)ظروف الشدة  يتم الحصول على هذه النتائج في. 8.00ودرجة نقاء % 61مع استصواب   CPCمن g/l 8.19هي نسبة  عليها المتحصل المثلى

 (.مل/ميكروغرام 088بتركيز % .0)دة عالية جداً للمنتجات المستخرجة نشاطات مضادة للأكس(. ..المايكروثانيه )ووقت العلاج ( درجة مئوية 08)الحرارة 
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Avant propos 

 Cette thèse a été réalisée au sein du Département de Technologie Alimentaire de l’Ecole 

Nationale Supérieure Agronomique d’El-Harrach  (ENSA), dans le cadre de l’obtention du 

diplôme de Doctorat en Sciences Agronomiques, option Sciences Alimentaires. 

 La présente thèse a adopté un format qui permet un rangement efficace. Cette forme de 

présentation est plus en adéquation avec les exigences de la compétition internationale. Cette 

étude est divisée en cinq chapitres. Le chapitre I comporte une analyse bibliographique. Les 

chapitres II, III et IV comportent la partie expérimentale présentée sous formes d’articles 

scientifiques. Enfin le chapitre V comporte une conclusion générale. Les chapitres de la partie 

expérimentale sont liés entre eux et constituent des parties indispensables pour la préparation 

de la thèse. Ils rentrent dans le cadre du thème « Extraction des composés bioactifs de la 

spiruline par champ électrique pulsé ».  

 Tous les chapitres sont intégrés dans une unité cohésive avec une progression logique 

d'un chapitre à l'autre. Dans le but de s'assurer qu’il y’a une continuité, des textes de 

connexion ont été élaborés afin de fournir des ponts logiques entre les différents chapitres. 

 C’est dans ce contexte que s’inscrit le travail de cette thèse, en plus d’une introduction 

générale, il s’ensuit les chapitres suivants :  

Le Chapitre I : comporte une analyse bibliographique portant sur : 

 La spiruline, sa technique de culture, ses compositions biochimique, phytochimique et 

les propriétés thérapeutiques  des phycobiliprotéines ;  

 Les différentes méthodes d’extraction conventionnelles et innovantes et leurs 

applications sur les microalgues ; 

 Le champ électrique pulsé, son principe, ses composantes, les paramètres influençant 

son efficacité et les différentes applications ; 

Le Chapitre II : développe la caractérisation phytochimique et physicochimique de 

différentes souches d’Arthrospira platensis originaires d’Algérie, du Tchad et des Etas Unis 

d’Amérique. Il portera sur une étude comparative de la composition entre différentes souches 



Avant propos 

 

  
ii 

 
  

de spiruline en poudre originaire des trois pays et d’autres souches fraiches cultivées au 

laboratoire.  Cette partie a pour but de maitriser la culture de la spiruline dans de bonnes 

conditions afin d’obtenir une biomasse de bonne qualité nutritionnelle et de sélectionner la 

souche qui présente le plus de potentiel pour être utilisée dans des travaux ultérieurs. De 

même, il s’agira de  mettre en valeur la souche HTam cultivée dans le sud Algérien ; 

Le Chapitre III: traite l’effet des technologies du champ électrique pulsé, des ultrasons et 

de la congélation/décongélation sur l’extraction des phycobiliprotéines à partir de la spiruline. 

Sera présentée également, l’efficacité de chaque traitement vis-à-vis du rendement 

d’extraction et du coût de consommation d’énergie ; 

Le Chapitre VI : aborde l’optimisation et l’étude de l’effet de l’intensité du champ 

électrique, de la température et du temps de traitement sur le rendement d’extraction des 

phycobiliprotéines à partir de la spiruline. Une contribution à la purification de la 

phycocyanine et à la détermination de son activité antioxydante ont été également réalisées ; 

Le Chapitre V : se termine par une conclusion générale.  Après une synthèse des principaux 

résultats obtenus lors des études correspondant à chaque chapitre, des perspectives ont été 

exposées. 

 

 

Notre force est l'innovation, notre engagement c’est d'améliorer la qualité de la vie. 

Our strength is innovation; our commitment is to improving the quality of life. 
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 Les composés bioactifs ou composantes fonctionnelles sont des composés chimiques 

naturels contenus dans un végétal, un animal ou une source marine telles que  les 

microalgues. Ils ont un effet bénéfique sur la santé de l’homme, améliorant ainsi son bien-

être. De nombreuses données scientifiques obtenues après d’importantes études 

épidémiologiques ont permis d’établir des liens entre ces composés bioactifs des microalgues 

et leurs effets protecteurs contre l’hypertension, les maladies cardiovasculaires, le cancer et 

d’autres problèmes de santé (Abd El Baky et El-Baroty, 2013 ; Shalaby et Shanab, 2013 ; 

Chen et al., 2014 ; Gardeva et al., 2014).  

 Aujourd’hui, la production mondiale de microalgues a atteint plus de 10 000  tonnes 

métriques par année. L’espèce « Arthrospira platensis », ou « Spiruline » fait partie du 

phylum des Cyanobactéries ou algues « bleu-vert » la plus cultivée (50 % de la production 

mondiale) (Vo et al., 2015). L’Algérie est l’un des rares pays où la spiruline est cultivée de 

manière semi-industrielle à Tamanrasset et à Oran. Une autre ferme de culture de la spiruline 

d’une capacité de production théorique de deux tonnes/an est projetée dans la wilaya de 

Ghardaïa en 2017.  

 Cette microalgue de 3,5 milliards d’années est consommée depuis des siècles par 

certains peuples d’Afrique centrale et d’Amérique latine pour sa richesse nutritionnelle. 

Depuis plusieurs décennies, la spiruline fait l’objet d’une redécouverte par les scientifiques, 

tant pour ses propriétés nutritionnelles avérées, principalement les protéines (60 à 70 %), les 

omégas 6 (25 %) et les vitamines (dont 13 % de B12) ; que pour son intérêt thérapeutique 

grâce à ses pigments naturels appelés « Phycobiliprotéines » (Charlemagne, 2008 ; Kent et 

al., 2015).  

 Les phycobiliprotéines sont des composés hydrosolubles constitués de trois types de 

molécules, la C- phycocyanine (C-PC), l’allophycocyanine (APC) et la phycoérythrine 

(PE). Localisés à la surface des thylakoïdes, ces pigments sont assemblés de façon superposée 

dans une même unité appelée phycobilisome (complexe majeur, collecteur d’énergie 

lumineuse chez les Cyanobactéries) (Manirafasha et al., 2016). La C-phycocyanine ou 

phycocyanine (C-PC) constitue environ 50 % de phycobiliprotéine (Rodríguez-Sánchez et al., 

2012) et représente jusqu'à 20 % du poids sec de la spiruline (Chaiklahan et al. 2011). Elle 

joue un rôle bénéfique dans la santé humaine grâce à ses propriétés pharmacologiques et 

biologiques potentielles. En effet, plusieurs études épidémiologiques ont mis en évidence 
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l’effet bénéfique de la C-PC sur la santé humaine de part ses différentes propriétés : 

antioxydantes et anti-inflammatoires (Chen et al., 2014), immunomodulantes et 

immunostimulantes (Li et al., 2010), anti-cancérigènes (Gardeva et al., 2014), antidiabétiques 

(Ou et al., 2013), athéroprotectives (Strasky et al., 2013) et même cosmétique (Christaki et 

al., 2016).  

 La possibilité de répondre aux exigences de bien-être des consommateurs et de remédier 

à certains problèmes de santé publique par l’intermédiaire de la phycocyanine, nous a incité à 

approfondir la connaissance des meilleurs moyens d’obtention de cette molécule bioactive. 

Parmi les différentes étapes que constituent l’analyse et l’identification des molécules 

bioactives, l’étape d’extraction, qui a pour but la désorption des molécules d’intérêt des sites 

actifs de la matrice. Cette étape est primordiale puisqu’elle déterminera la qualité et la 

quantité des molécules extraites et assurera par conséquent, le succès des étapes suivantes.  

 Des méthodes traditionnelles, comme la macération, la congélation/décongélation et 

l’extraction par l’utilisation de solvants, étaient jusque-là utilisées et considérées comme 

techniques de choix pour extraire les composés naturels (Moraes et al., 2011). Ces procédés 

sont généralement longs, fastidieux et nécessitent de grandes quantités de solvants 

organiques, toxiques pour la plupart (Manirafasha et al., 2016).  

 Le développement de nouvelles méthodes d’extraction alternatives dites « éco-

extraction » ou « chimie verte » a marqué ces dernières années. Elles offrent de nombreux 

avantages d’un point de vue temps d’extraction, consommation de solvant, rendement 

d’extraction et reproductibilité, et ce, sans altérer la qualité de l’extrait. De plus, ces 

techniques sont simples d’utilisations, automatiques et souvent plus sélectives (Grimi  et al., 

2014). 

 L’extraction assistée par champ électrique pulsé (CEP, Pulsed electric field, PEF) 

figure parmi ces méthodes innovatrices. Elle consiste à appliquer de courtes pulsations de 

champ électrique (20-80 kV/cm) à l’aliment placé entre deux électrodes (Amiali, 2005 ; Jemai 

et Vorobiev, 2006 ; Gachovska et al., 2006). L’exposition d’une cellule animale ou végétale à 

un champ électrique extérieur induit une différence de potentiel électrique de part et d’autre 

de sa membrane. Lorsque ce champ électrique est très intense (> 10 kV/cm), il induit un 

potentiel transmembranaire de valeur plus élevée que le potentiel naturel de la cellule. Si le 

potentiel transmembranaire atteint une valeur critique (1V), le phénomène de répulsion entre 
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les molécules chargées de la membrane entraîne la formation de pores dans la membrane 

cellulaire augmentant sa perméabilité. La formation irréversible de pores entraîne la migration 

vers l’extérieur du contenu cellulaire (Zimmermann, 1986). 

 Habituellement, la spiruline se consomme sèche sous forme de poudre, ou de 

comprimés ou de gélules. Alors que l’extrait liquide de la phycocyanine présente l’énorme 

avantage de préserver les molécules actives sous leur forme spatiale originelle. De surcroît, 

comme l’extraction par CEP se fait à froid, ces molécules ne subissent aucune dégradation. 

Toutefois, sous cette forme d’extrait liquide, la phycocyanine demeure toujours capable de 

capter l’énergie solaire provoquant progressivement le blanchiment de l’extrait. De ce fait, 

pour assurer une meilleure efficacité de conservation, il est important de le  conserver à l’abri 

de la lumière (Pottecher, 2014). 

 Compte tenu de l’efficacité du traitement par CEP sur les produits alimentaires liquides 

(Ngadi et al. 2010), des recherches approfondies doivent être mises en œuvre pour acquérir 

une meilleure compréhension des phénomènes liés à cette application du CEP pour 

l’extraction de la phycocyanine à partir de la biomasse fraîche de la spiruline.  

 Ce travail a pour objectif d’apporter sa contribution au développement des 

connaissances sur le sujet, à savoir mettre en œuvre une méthode innovante d’extraction de la 

phycocyanine à partir de la spiruline fraîche, plus rapide et plus efficace tout en réduisant 

l’énergie consommée et en préservant sa pureté.  

 Pour atteindre cet objectif, des études expérimentales ont été abordées : 

 Une caractérisation phytochimique et biochimique de quelques souches de spiruline 

(Arthrospira platensis) originaires de différents pays, Algérie, Tchad et États Unis 

d’Amérique. 

 Une étude comparative entre l’efficacité de plusieurs procédés (CEP, ultrasons et 

congélation/décongélation) sur l’extraction des phycobiliprotéines (C-PC, APC et PE) de 

la spiruline. 

 Une optimisation des paramètres (température, temps et intensité du CEP) pour 

l’extraction des phycobiliprotéines d’une  pureté  élevée.  
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1.1 Généralités sur la spiruline  

 Les microalgues sont des organismes microscopiques unicellulaires ou pluricellulaires. 

Leurs tailles varient de quelques micromètres à une centaine de micromètres. Pour les étudier, 

il est nécessaire de les observer au microscope optique ou au microscope électronique, ce qui 

permet de voir plus de détails, en particulier ceux relatifs à leur morphologie. 

 La spiruline est considérée comme étant une microalgue en raison de sa taille 

microscopique. Les microalgues peuvent vivre sous forme libre ou en colonie. Leur cellule, 

unique et indifférenciée, assure toutes les fonctions. Ce sont des microorganismes appartenant 

à deux groupes : les eucaryotes et les procaryotes. Les microalgues eucaryotes possèdent une 

structure cellulaire végétale classique, avec ou sans paroi cellulosique par contre les 

microalgues procaryotes, appelées également Cyanobactéries, ont une structure bactérienne 

classique sans compartiment (Richmond, 2004).  

1.1.1 Microalgues et Cyanobactéries  

 Les Cyanobactéries sont également appelées Cyanophytes ou Cyanophycées. Bien que 

connues sous le nom d’algues bleu-vert ou algues bleues, ces dernières sont des bactéries 

Gram-négatifs photosynthétiques et non des algues. Leur existence date d’environ 3 milliards 

d’années et elles sont à l’origine de la production de l’oxygène que nous respirons sur terre. 

Elles sont capables d’assimiler l'azote de l’air. Elles sont ainsi permis la formation de la 

couche d’ozone qui nous protège contre les rayons nocifs du soleil (Lavoie et al., 2007).  

 Comme toutes les micro-algues, elles colonisent leur milieu en se divisant par formation 

d’hormogonies, rapidement et activement, si les conditions physico-chimiques et nutritives 

sont favorables. Lors de cette reproduction asexuée, leur taille diminue jusqu'à ce qu'elles ne 

puissent plus se diviser (Vonshak, 2002).  

 Les Cyanobactéries présentent une organisation relativement simple de procaryote avec 

une paroi qui entoure un protoplasme au sein duquel on distingue un chromatoplasme pariétal, 

coloré et un nucléoplasme central, incolore. Au niveau ultrastructural, le chromatoplasme 

apparaît comme un système membranaire à thylakoïdes et phycobilisomes portant les 

pigments photosynthétiques (chlorophylle a, β-carotène, phycocyanine, phycoérythrine). Le 

nucléoplasme correspond d’une part à des fibrilles d’acide désoxyribonucléique (ADN) 
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représentant le génome sans que le mécanisme exact de sa transmission ne soit encore bien 

connu et d’autre part à des grains d’acide ribonucléique (ribosomes) (Richmond, 2004).  

 Selon Thomazeau (2006), il existe cinq ordres divisés en vingt-sept familles qui 

comportent cent soixante-six genres de Cyanobactéries. Ces derniers correspondent à environ 

2000 espèces, dont un grand nombre peut se développer en mer (Duy et al., 2000). Le genre 

Arthrospira fait partie des Cyanobactéries qui se trouvent naturellement dans les eaux 

marines, ainsi que dans les lacs alcalins, contenant du carbonate de sodium (Na2CO3), ou du 

bicarbonate de sodium (NaHCO3) (Fox ,1999). 

 Le genre Arthrospira regroupe les microorganismes phototrophes obligatoires, 

filamenteux à trichomes bleu-vert, peu mobiles, enroulés régulièrement en spires larges et très 

ouvertes. Ils sont pluricellulaires pourvus de vésicules de gaz pour atteindre la lumière 

indispensable à leur photosynthèse. Les spires peuvent être espacées régulièrement avec un 

diamètre constant ou bien relaxées de sorte à former un filament presque droit. Le nombre de 

spires peut être également faible (une à trois), ou élevé (plus de cent). Le diamètre des cellules 

varie de 3,5 à 11μm et celui des spires de 20 à 100 μm. Parfois les spires au centre du 

trichome sont plus rapprochées qu'aux extrémités, avec un diamètre de spire plus petit au 

centre et aux extrémités (Fox, 1999). 

1.1.2 Arthrospira platensis (La spiruline) 

1.1.2.1 Historique  

 Lorsque les Espagnols envahirent l’Amérique Centrale, les Aztèques, peuple originel du 

Mexique. Ils constatèrent qu’ils se nourrissaient essentiellement de maïs et d’une sorte de 

boue bleue verte ou le Tecuitlatl à haute valeur nutritive extraite du lac Tex coco. Ce 

Tecuitlatl considérée par les colons comme d’origine minérale, et consommé par les indigènes 

après avoir été séchée et broyée, était en fait de la spiruline (Paniagua et al., 1993) . 

 En Afrique, lors d’une expédition franco-belge basée au Tchad (1964-1965), le 

botaniste belge, J. Leonard avait constaté que les Kanembous (habitants du  royaume 

Kanouris du sud Kanem) écumaient la surface des mares aux environs du lac Tchad, mares 

riches en carbonates de sodium, à la recherche de la fameuse algue abondante sur ce lac et 

récoltée sous forme d’une purée bleu-verte. Cette purée était ensuite utilisée dans la 
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préparation de galèttes vendues dans la région et appelées « Dihé » (Girardin-Andreani, 

2005). 

 Arthrospira platensis communément appelée « Spiruline » et considérée à l’origine 

comme une algue, a été décrite pour la première fois par Wittrock et Nordsted en 1844 sous le 

nom de Spirulina jenneri platensis Nordsted. En 1960 une claire distinction entre procaryote 

et eucaryote a été définie, sur la base de la différence d’organisation cellulaire. En 1962, 

Stanier et Van Niel constataient que cette algue bleu verte était dépourvue de compartiments 

cellulaires, et donc faisait partie des procaryotes (Stanier, Van Niel., 1962). Ils proposèrent de 

considérer ce microorganisme comme étant une Cyanobactérie. Cette nouvelle désignation est 

finalement acceptée et figure pour la première fois au « Bergey’s Manual of Determinative 

Bacteriology en 1974 » (Castenholz, 1989).  

1.1.2.2 Classification et taxonomie confuse 

 La spiruline est classée selon Ripley Fox (Fox, 1999) comme suit : 

Règne : Monera 

Sous Règne : Procaryotes 

Phylum : Cyanophyta 

Classe : Cyanophyceae 

Ordre : Nostocales (ou Oscillatoriales) 

Famille : Oscillatoriaceae  

Genre Arthrospira  

 La distinction de Arthrospira et Spirulina comme deux genres différents a été 

officiellement acceptée par Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Castenholz, 1989). 

Chez le genre Spirulina, les trichomes sont régulièrement enroulés en hélice plus ou moins 

serrée et leurs cloisons sont plus ou moins visibles. Par contre chez le genre Arthrospira le 

trichome est de grande taille et les cloisons sont bien marquées. 

 La spiruline change de forme en fonction des caractéristiques physiques et chimiques du 

milieu dans lequel on la trouve. On remarque également que dans un même milieu on trouve 

des variations des formes (Rich, 1931). Ces deux caractéristiques de la spiruline sont peut-être 

à l’origine de la confusion quant à l’attribution des termes Spirulina et Arthrospira. 

Néanmoins la "vraie" Spirulina n'est pas affiliée au genre Arthrospira (Nelissen et al., 1994). 
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Le tableau ci-dessous apporte des précisions sur les amalgames possibles (Tableau 1.1). 

Tableau 1.1 : Les diverses appellations de la spiruline (Girardin-Andreani, 2005). 

Spiruline ® 

 

Nom commercial d’une cyanobactérie appartenant toujours au genre 

Arthrospira. 

Spirulina ® Nom commercial anglais de la même cyanobactérie. 

Spirulina Nom spécifique et taxonomique d’une autre cyanobactérie fort éloignée 

des Arthrospira. Aucune à ce jour n’a été étudiée sous l’angle de 

l’alimentation humaine, et aucune n’est commercialisée à cette fin. 

Arthrospira Nom scientifique et taxonomique d’un groupe de Cyanobactéries 

auxquelles appartient notre spiruline alimentaire. 

1.1.2.3 Morphologie des différentes souches d’Arthrospira platensis 

 La Spiruline a une longueur moyenne de 250 μm lorsqu’elle possède 7 spires. Elle est 

composée de filaments mobiles (de 10 à 12 μm de diamètre), non ramifiés, enroulés en 

spirales, qui la font ressembler à un minuscule ressort à boudin, d’où le nom de « Spiruline » 

(Zarrouk, 1966). La largeur des trichomes, composée de cellules cylindriques plus courts que 

larges, varie d’environ 6 à 12 µm.  

 Pour la forme spiralée, la hauteur de l’hélice : h est déterminée par l’équation (1.1) 

(Vonshak., 2002) : 

                    (Équation 1.1) 

 Où :  

r est le rayon de la surface cylindrique à laquelle appartient l’hélice, 

α, l’angle formé par l’hélice et les génératrices du cylindre, représente la pente de la   courbe 

en hélice.  

 Les facteurs environnementaux physiques principalement la température et les 

conditions chimiques, peuvent affecter la géométrie de l’hélice (Jeeji, 1985). 
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 En effet, en plus de la forme de spiruline spiralée classique, on trouve parfois des 

formes ondulées ou droites. Selon son origine, de nombreuses souches (Paracas, Lonar… etc.) 

ont pu être décrites (Figure 1.1).  

 Selon Jourdan (2011), les souches droites sont génétiquement de vraies spirulines mais 

elles présentent des inconvénients liés le plus souvent, à la difficulté d’être récoltées. Toutes 

les souches droites ne sont pas inintéressantes, les "longues" sont faciles à récolter et les 

"endémiques" qui cohabitent avec les Paracas (souche ondulée) sans les envahir, ce qui ne 

rend pas la récolte très difficile. Zhou et al. (2013) ont caractérisé également différentes 

souches d’Arthrospira platensis présentant différentes formes (Figure 1.2). 

  

Forme spiralée (type « Toliara ») Forme spiralée (type « Lonar ») 

 
 

Forme ondulée (type « Paracas ») Forme droite (type « M2 ») 

Figure 1.1 : Morphologie typique d’Arthrospira platensis (Falquet et Hurni, 2006). 

 

Figure 1.2 : Les morphologies de dix souches d’A. platensis. Les barres d'échelle, 

100 µm. ( Zhou et al., 2013). 
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 Ces différentes formes dépendent des conditions écologiques dans lesquelles vivent les 

spirulines. Une étude, basée sur la caractérisation moléculaire de l’ITS (Internally Transcribed 

Space) de l’opéron ARN ribosomal et portant sur la diversité génétique de 51 souches 

d’Arthrospira provenant de 4 continents, arrive à la conclusion que les génotypes sont très 

conservés et correspondent au plus à deux espèces génétiques (Wilmotte et al., 2004 dans 

Wilmotte, 2010). 

1.1.2.4 Écologie et biologie 

a- Reproduction 

 Le cycle biologique de la Spiruline a été décrit par Balloni et al. (1980). Le filament en 

maturité forme des cellules spéciales ou nécridies, correspondant à des disques de séparation 

de formes biconcaves (Figure 1.3). Au niveau de ces cellules le trichome se fragmente pour 

donner naissance à de nouveaux individus de courtes chaînes (2 à 4 cellules) appelées 

hormogonies. Par division binaire des cellules, les hormogonies croissent en longueur et 

prennent la forme typiquement hélicoïdale. Dans les conditions expérimentales, le temps de 

génération maximal de la spiruline est voisin de 7 heures (Zarrouk, 1966). 

 

Figure 1.3 : Formation d’une nécridie chez Arthrospira maxima. Barre = 10µm. 

(Sili et al. dans Vonshak, 2002). 

 

b- Production de spiruline et influence des conditions de culture 

 La production de la spiruline se fait à plusieurs échelles : artisanale, semi-industrielle et 

industrielle. Les éléments de différenciation de ces modes de production sont la surface totale 

des bassins de culture et leurs surfaces unitaires, les moyens et matériaux utilisés, les degrés 

de technologie et les objectifs. Le processus de fabrication de la spiruline passe cependant par 

les mêmes étapes obligatoires à savoir :  
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 Préparation du milieu de culture,  

 Ensemencement, 

 Entretien de la culture, 

 Récolte, 

 Séchage. 

 Pour ensemencer il suffit de transvaser dans du milieu de culture neuf, un certain 

volume de culture provenant d’un autre bassin en production jusqu’à ce que la couleur 

devienne verte (Jourdan, 2011). 

 Huit grands facteurs environnementaux influencent la productivité de la spiruline : la 

luminosité (généralement une photopériode de 12/12), la température (30 °C), la taille de 

l’inoculation, la vitesse d’agitation, les matières solides dissoutes (10-60 g/Litre), le pH (8,5 – 

10,5), la qualité de l’eau, et la présence de macro et d’oligo-éléments (C, N, P, K, S, Mg, Na, 

Cl, Ca et Fe, Zn, Cu, Ni, Co, Se) (Ciferri, 1983 ; Habib et al., 2008). Théoriquement, le plan 

de production annuelle de spiruline se présente comme suit (Figure 1.4). 

 

Figure 1.4 : Plan théorique de production annuelle de Spiruline (Anonyme, 2008). 
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c- Répartition géographique et culture 

 Les milieux privilégiés pour la croissance de cette microalgue sont alcalins et riches en 

nutriments azotés et phosphorés. Ils sont de plus bien éclairés et présentent une température 

élevée. De telles conditions se trouvent naturellement dans de nombreux sites répartis sur la 

ceinture intertropicale (entre 35°N et 35°S environ) (Fox., 1999). Plus généralement, elle croit 

dans des eaux légèrement chaudes, très minéralisées (riches en carbonate de sodium (Na2CO3) 

ou bicarbonate de sodium (NaHCO3) et d’autres minéraux) et une source d’azote fixe. C’est 

pourquoi on peut en trouver aussi dans certains déserts, à l’endroit de ramassage de l’eau 

provenant occasionnellement des montagnes (Fox., 1999). Ces conditions de développement 

excluent la prolifération de la plupart des autres microorganismes. 

 En Algérie vers 1980, lors d’une randonnée dans l’Atakor, (noyau du massif volcanique 

du Hoggar dans la région de Tamanrasset), le Dr Etienne Boileau, s’est aperçu qu’il y avait la 

présence d’algues assez particulières dans une guelta (point d’eau en montagne). Il a pensé à 

la spiruline, mais ne pouvait le confirmer étant donné qu’il n’avait pas l’équipement 

nécessaire pour le faire. Il préleva un échantillon qu’il remit au Dr R.D. Fox, auteur du livre 

"Algoculture : la spiruline, un espoir pour le monde de la faim" (Fox, 1986), qui confirma 

qu’il s’agissait bien de la spiruline. En 2004, suite à la confirmation de Dr Fox, cette souche a 

été prélevée et cultivée par M. Hiri Adelkader, d’où son nom HTam diminutif de Hiri 

Tamanrasset. Actuellement, l’Algérie fait partie des rares pays dans le monde où l’on cultive 

de la spiruline au stade de production semi industrielle.  

1.2  Composition nutritionnelle de la spiruline 

 La composition nutritionnelle de la spiruline est variable d’une ferme à une autre et elle 

est dépendante du milieu de culture ainsi que des conditions de culture, de récolte et de 

stockage. Cependant, en moyenne, la spiruline contient en poids sec jusqu'à 70 % de 

protéines, 15 à 25 % de glucides et 11 % de lipides. Elle contient aussi des vitamines, des 

minéraux (principalement des oligoéléments), de la chlorophylle et des phycobiliprotéines. 
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1.2.1 Protéines  

 La teneur en protéines de la spiruline est élevée. Elle représente 10 à 11 % de la masse 

humide, soit 60 à 70% de sa matière sèche (Fox, 1999). D’un point de vue quantitatif, la 

spiruline est donc un aliment de choix pour un apport protéique majeur. D’un point de vue 

qualitatif, les protéines de la spiruline sont complètes, car tous les acides aminés essentiels 

que l’organisme ne peut pas synthétiser, seule l’alimentation peut les apporter, y figurent 

(excepté le tryptophane mais évoqué dans certaines publications tel que Fox (1999).  

 Parmi ces acides aminés essentiels, les plus faiblement représentés sont les acides 

aminés soufrés (méthionine et cystéine) (Bujard et al., 1970 ; Aychunie et al., 1996 ). En plus 

de sa qualité nutritionnelle, les cellules de la spiruline ne sont pas protégées par d’épaisses 

parois cellulosiques, ce qui lui vaut un ‘taux de digestibilité de l’ordre de 83 à 90 (Charpy et 

al., 2008). 

1.2.2 Lipides  

 La composition lipidique de la spiruline se caractérise d’une part par un bon équilibre 

acides gras saturés (AGS) /acides gras insaturés (AGPI) et d’autre part, la présence d’acides 

gras polyinsaturés dits essentiels (AGE).  

 Les lipides représentent généralement de 6 à 8 % du poids sec de la Spiruline mais ce 

pourcentage peut atteindre 11 % (Hudson et Karis 1974).  

 On range actuellement les acides gras essentiels en deux groupes (oméga-3 et oméga-6) 

caractérisés par la position de l’insaturation la plus proche du groupe méthyle terminal. Cette 

présence est bénéfique car ces acides vont jouer un rôle sur l’activité des fonctions cibles de 

l’organisme, directement ou indirectement impliqués dans l’état de santé et de bien être de 

l’homme. Ces AGE contribuent à la synthèse des eicosanoides, tels que les prostaglandines, le 

thromboxane et les leucotrienes, médiateurs impliqués dans le processus immunitaire et 

inflammatoire. Les eicosanoides dérivent des acides gras essentiels de la famille des oméga-6 

et de la famille des oméga-3 par l’intermédiaire de dérives supérieurs (acide arachidonique, 

acide eicosapentaenoique (EPA) et acide docosahexaenoique (DHA) (Jacotot et Campillo, 

2003). 
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 Les lipides essentiels (acides gras insaturés) dans la spiruline sont d’environ 1,3 à 15 

pour cent des lipides totaux (6 - 6,5 %), et constituent principalement l’acide γ-linolénique ou 

oméga-6 (GLA : 30 à 35 % des lipides totaux) (Li et Qi, 1997). Ce dernier (GLA) est un acide 

gras essentiel, rarement disponible dans les ingrédients ou le régime alimentaire. Certains 

chercheurs ont découvert que les acides gras polyinsaturés (AGPI) peuvent représenter entre 

25 et 60 pour cent des acides gras totaux dans la spiruline. Les acides gras essentiels comme 

l’acide linoléique et l’acide linolénique (ω6) sont également présents (jusqu'à 1,0 g/100 g de 

biomasse sèche de la spiruline). Il est regrettable que  la spiruline soit dépourvue d’oméga 3 

(ω3) (Kent et al. (2015). Les acides gras prédominants sont l’acide palmitique (44,6 à 54,1 

pour cent), l’acide oléique (1 à 15,5 pour cent), l’acide linoléique (10,8 à 30,7 %) et l’acide γ-

linolénique (environ 8,0 à 31,7 pour cent) (Halawlaw, 2014).  

1.2.3 Glucides 

 Les glucides représentent 13,6 à 25 % de la matière sèche des spirulines (Falquet et 

Hurni, 2006). La paroi des spirulines, comme les bactéries Gram-négatives, est formée de 

glucosamine et d’acide muramique associés à des peptides. Ces glucides sont  composés 

principalement de glucose, ainsi que de rhamnose, de mannose, de xylose, de galactose, et de 

deux sucres inhabituels, à savoir : 2-O-méthyl-L-rhamnose et de 3-O-méthyl-L-rhamnose 

(Habib et al., 2008 ; Koru, 2009). 

 D’autres polysaccharides comme le calcium-spirulan (Ca-SP), composés de rhamnose, 

ribose, mannose, fructose, galactose, xylose, glucose, acide glucuronique, acide 

galacturonique, sulfate et calcium sont également présents dans la spiruline (Hayashi et 

Hayashi, 1996). 

1.2.4 Vitamines 

 La spiruline contient une large gamme de vitamines. Parmi les vitamines liposolubles, 

le β-carotène ou provitamine A, représente entre 40 et 80 % des caroténoïdes présents dans la 

spiruline, le reste est composé principalement de xanthophylle, cryptoxanthine, échinénone, 

zéaxanthine et lutéine (Palla et Busson, 1969). La spiruline comporte environ 8 % de vitamine 

E avec une variabilité notamment au regard du séchage. La vitamine E est sensible à 

l’oxydation. Cette teneur est remarquable car assez proche de celle des germes de blé. Elle 

représente également une source très intéressante de vitamine hydrosoluble du groupe B, 



Chapitre I : Partie bibliographique 

 

  14/184 

 

 
  

principalement la vitamine B12, puisqu’elle apporte la quantité recommandée par jour 

(Charlemagne, 2008 ; Charpy et al., 2008). 

1.2.5 Minéraux  

 La composition en minéraux de la spiruline présente une grande variabilité dans les 

teneurs qui s’explique par le fait qu’elles concernent les spirulines en milieu naturel et celles 

cultivées. 

 La spiruline constitue une excellente source de calcium assimilable pouvant notamment 

être utilisée dans les cas d’intolérance au lactose ou par des personnes consommant peu de 

produits laitiers. De plus, le calcium, le phosphore et le magnésium sont présents en quantités 

comparables à celles trouvées dans le lait (Charlemagne, 2008). Le taux de fer est également 

élevé dans la spiruline mais dépasse rarement 500 mg/kg, on signalera que certaines valeurs 

supérieures à 1000 mg/kg ont été trouvées (Campanella et al. 1999). Puyfoulhoux (2001) a 

montré que le fer de la spiruline est mieux absorbé que celui de la viande, ce qui est 

exceptionnel pour un fer non-hémique. 

 La quantité de zinc présente dans la spiruline varie d’un échantillon à l’autre et est 

conditionnée par l’apport de zinc dans la solution nutritive apportée dans les bassins de 

culture. Naturellement, la spiruline en contient des traces (21- 40 μg/g) (Charpy et al. 2008), 

mais un enrichissement de la culture peut en faire une source intéressante. La biodisponibilité 

du zinc de la spiruline n’est pas encore testée mais on peut soupçonner, au regard de la bonne 

biodisponibilité du fer et du magnésium, qu’il en sera de même pour le zinc (Charlemagne, 

2008). 

1.2.6 Pigments 

 Arthrospira contient de nombreux pigments photosynthétiques : Chlorophylle a, β-

carotène, phycocyanine, phycoérythrine et environ 11 caroténoïdes. Ces pigments sont activés 

par la lumière et servent ainsi d’antennes pour recueillir l’énergie lumineuse totale et la 

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

 La chlorophylle a est le pigment primordial qui participe à la photosynthèse. Les autres 

pigments sont des pigments accessoires ou antennes qui capturent la lumière aux autres 

longueurs d’onde que celles de la chlorophylle a et qui sont capables de lui transférer cette 



Chapitre I : Partie bibliographique 

 

  15/184 

 

 
  

énergie lumineuse. Tous les végétaux photosynthétiques possèdent en plus de la chlorophylle 

a, la chlorophylle b comme pigment antenne (Richmond, 2004). 

 Les caroténoïdes sont une autre famille de pigments, qui absorbent vers 450 nm. On les 

trouve aussi dans tous les végétaux photosynthétiques et certaines bactéries. En plus de servir 

de pigment antenne, ils servent aussi de protecteurs car ils permettent d’absorber l’excès 

d’énergie lumineuse (M'baye et al., 2011) .  

 Les Cyanobactéries sont connues pour la présence d’autres pigments antennes en plus 

de ceux présents chez les végétaux supérieurs (Figure 1.5) : ce sont les phycobiliprotéines. 

Ces derniers sont constitués de trois pigments : phycocyanine (C-PC), allophycocyanine, 

(APC) et phycoérythrine (PE) qui peuvent exploiter l’énergie présente tout le long du spectre 

de la lumière visible (Belay, 1997) (Tableau 1.2). La phycocyanine, principal pigment 

d’Arthrospira est le seul colorant alimentaire bleu et naturel autorisé en Europe (Anonyme, 

2015). 

 Il est intéressant de noter que toutes ces molécules contiennent des liaisons doubles 

conjuguées qui sont essentielles pour l’absorption et le transport de l’énergie lumineuse 

(Figure 1.6).  
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Tableau 1.2 : Composition en pigment de la spiruline (Arthrospira) (Belay, 1997). 

Pigments  Teneurs (mg/100g) 

Caroténoides 370 

Chlorophylle a 1000 

Phycocyanine 14000 

 

 

 

 

Figure 1.5 : Spectres d’absorption des différents pigments de Cyanobactéries 

(Wilmotte, 2010). 
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Figure 1.6 : Structure de quelques pigments photosynthétiques des algues (Ragan, 1981). 
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1.3  Composés bioactifs de la spiruline 

1.3.1 Définition des composés bioactifs 

 Les composés bioactifs sont des composés chimiques naturels contenus dans un 

végétal, un animal ou une source marine ou dérivés de ceux-ci et qui apportent des avantages 

en matière de santé et de bien-être (ex : oméga-3 des huiles de poisson et bêta-glucanes 

dérivés de l’avoine et de l’orge). 

 Ces dernières années, plus de 15 000 nouveaux composés biochimiques ont été 

découverts dans les microalgues. Ces composés, qui révèlent des structures et fonctions 

particulières, font partie de familles de molécules connues comme les vitamines, les acides 

gras (oméga 3), les pigments, les antioxydants et les stérols (Microphit, 2016). Voici quelques 

particularités inhérentes à ces microalgues : 

 Les microalgues sont les producteurs primaires d’huiles de qualités 

supérieures telles que les acides gras oméga-3 et oméga-6. Certaines 

espèces sont notamment connues pour produire des volumes élevés 

d’acide docosahexaénoïque (DHA) et d’acide eicosapentaénoïque (EPA) 

(Kent et al., 2015). 

 Les microalgues produisent des niveaux élevés de caroténoïdes. Il s’agit 

d’un groupe de plus de 600 molécules, qui offre un fort potentiel 

antioxydant et de nombreux bénéfices fonctionnels pour les industriels de 

la cosmétique, de l’alimentation et de la santé. 

 Les microalgues sont également source de phycobiliprotéines. 

1.3.2  Phycobiliprotéines 

 L’absorption des radiations visibles photosynthétiquement est importante chez les 

Cyanobactéries, entre 500 et 650 nm, dans une zone où l’absorption liée aux pigments 

chlorophylliens et caroténoïdes est faible. Cette capacité est liée à la présence de 

phycobiliprotéines, pigments protéiques hydrosolubles pouvant constituer jusqu'à 60 % de la 

masse des protéines cellulaires totales (Thomas, 1989). 



Chapitre I : Partie bibliographique 

 

  19/184 

 

 
  

 Les méthodes biochimiques classiques (chromatographiques) ont été largement utilisées 

pour obtenir la purification exhaustive des principales phycobiliprotéines. Les résultats ont 

montré l’existence de  deux espèces pigmentaires bleues différentes (allophycocyanine 

absorption maximum à 650 nm et phycocyanine à 620 nm), sont synthétisées par chaque 

espèce de Cyanobactérie ou de Rhodophycée. En revanche, la présence d’un pigment "rouge" 

(phycoérythrine - Amax = 565 nm, ou phycoérythrocyanine - Amax = 568 nm) n'est pas 

constante, la synthèse pouvant n'être jamais observée, ou alors seulement lorsque les souches 

sont soumises à une certaine qualité d’éclairements, phénomène d’adaptation chromatique 

complémentaire, est fonction des propriétés physiologiques exclusives des souches 

Cyanobactériennes (Bogorad, 1975 ; Tandeau de Marsac, 1983). 

 Les phycobiliprotéines sont des molécules hydrosolubles comportant une partie 

protéique liée de façon covalente (liaison thioether) à des chromophores ou bilines. Ces 

derniers sont composés de groupes tétra pyrroliques non cyclisés.  

 On connaît quatre types de chromophores dans les biliprotéines des Cyanobactéries et 

de Rhodophycées : un chromophore bleu (phycocyanobiline - maximum d’absorption dans le 

spectre visible à 660 nm), deux chromophores rouges (phycoérythrobiline, à 550 nm, et 

cryptovioline ; à 590 nm), ainsi qu'un chromophore orangé (phycourobiline - maximum 

d’absorption à 495 nm) (Ruiz, 2005). Ces propriétés spectrales sont celles obtenues après 

clivage chimique de la liaison covalente thioether existant entre le chromophore et la chaîne 

polypeptidique, ou bien en présence d’urée 8 M à pH acide, condition, totalement 

dénaturante, dans laquelle les interactions non covalentes chromophore-protéine sont abolies 

(Glazer, 1982 dans Thoma, 1989). La structure chimique précise de ces bilines est présentée 

dans les Figure 1.7 et 1.8. 
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Figure 1.7 : Structure des phycobilines (Chromophores) (Ruiz, 2005). 

 

Figure 1.8 : Différence entre les phycobilines. 
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1.3.3 Phycobilisomes  

 Les phycobiliprotéines (C-PC, APC et PE) localisées à la surface des thylakoïdes  sont 

assemblées de façon superposée dans une même unité appelée phycobilisomes (Figure 1.9). 

L’assemblement de façon géométrique des pigments est fait de manière à optimiser la capture 

de lumière et le transfert d’énergie (Patil et Raghavarao, 2007). Toutes les phycobiliprotéines 

absorbent directement la lumière incidente, mais elles participent également à une chaîne de 

transfert d’énergie dans le phycobilisome (le transfert d’énergie provient de la phycoérythrine 

→ phycocyanine → allophycocyanine → chlorophylle) (Manirafasha et al., 2016). Le 

phycobilisome est le complexe majeur, collecteur d’énergie lumineuse de l’appareil 

photosynthétique présent chez les Cyanobacteries. 

 

Figure 1.9 : Structure des phycobilisomes (Patil et Raghavarao, 2007). 

1.3.4 Phycocyanine  

 La spiruline est une source  considérable de pigments naturels, principalement la 

phycocyanine et l’allophycocyanine avec un rapport de 10 :1 (Campanella et al., 2000). Le 

groupe prosthétique de C-PC et APC est appelé phycocyanobiline (PCB) ou chromophore. 

 En solution, la phycocyanine se présente sous la forme d’un mélange complexe de 

monomères, de trimères, d’hexamères et d’autres oligomères. Sa masse moléculaire est 

comprise entre 44 et 260 kDa (Cuellar-Bermudez et al., 2015). 
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 La phycocyanine est habituellement composée de 2 sous-unités protéiques ou  

apoprotéines (sous-unité α : 20,5 kDa - sous-unité β: 23,5 kDa), et d’un chromophore 

(molécules de phycocyanobiline constituées du groupe bilin = groupe prosthétique). Ce 

dernier est constitué du noyau tétra pyrrolique de la chlorophylle, ouvert et sans magnésium. 

Les molécules de PCB sont reliées à l’apoprotéine par des ponts thioether avec un résidu 

cystéine. Le monomère αβ n'est pas la forme stable, ni in vivo, ni dans les conditions 

habituelles d’extraction. Selon le type de phycobiliprotéine, c'est l’état trimérique (αβ3), ou 

hexamérique (αβ6) qui est l’agrégat oligomérique stable. Les propriétés spectrales (absorption, 

fluorescence) sont liées à la composition chromophorique, aux interactions chromophore- 

chaînes polypeptidiques, mais aussi aux interactions entre les polypeptides d’un monomère, 

entre monomères d’un agrégat oligomérique (Thomas, 1989 ; Anamika et al., 2005). 

 La séquence complète en acides aminés a été déterminée pour les sous-unités (α, β) de 

l’allophycocyanine et de la phycocyanine des Cyanobactéries. Ces données sont à relier aux 

études immunologiques antérieures, qui montraient l’absence de réactions croisées entre 

phycocyanine et allophycocyanine, bien que ces molécules renferment le même chromophore 

phycocyanobilinique (Thomas, 1989). 

 La mesure de ces phycobiliprotéines par spectrophotométrie a été évaluée par différents 

auteurs (Anamika et al., 2005, Chaiklahan et al., 2012). 

1.3.5 Purification  et stabilité de la phycocyanine  

1.3.5.1 Purification   

 Les phycobiliprotéines purifiées sont nécessaires pour les activités potentielles, ainsi 

que pour les applications industrielles, biomédicales et pharmaceutiques. Une séquence 

d’étapes comprenant la précipitation, la dialyse, des colonnes de chromatographie ont été 

couramment appliquées par les chercheurs mais elles présentent certains inconvénients, 

notamment un coût élevé, un traitement de longue durée, un faible rendement et un 

durcissement (Goja et al. 2013). 

 La pureté de la C-PC est généralement évaluée par un rapport d’absorbance  (Equation 

1.2): 

       
    

    
         (Equation 1.2) 
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 Où : 

A620 représente le pic d’absorbance de la C-PC,  

A280 est l’absorbance de  protéines riches en acides aminés aromatiques (indique la présence 

d’une contamination).  

 Plus l’absorbance des contaminants est élevées plus la pureté diminue. 

 Au cours de la purification de la C-PC, cette molécule doit être séparée de l’APC. Le 

facteur de séparation (FS) est mesuré par le rapport d’absorbance (Equation 1.3) : 

    
    

    
        (Equation 1.3) 

 Où : 

A652 représente le pic d’absorbance de l’APC.  

 Plus A652  est élevée plus le FS est faible ce qui se traduit par une faible pureté de la C-

PC. 

 Selon la pureté Rito-Palmares (2001) a classé la C-PC en trois catégories. Pour une 

pureté égale à 0,7, la C-PC est de qualité alimentaire. 3,9, la qualité est réactive, tandis que 4 

la qualité est analytique. Les fractions qui manifestent une pureté supérieure à 4 sont 

considérées comme très pures (Boussiba et Richmond, 1979). 

 Beaucoup de travaux ont été réalisés sur la purification de la C-PC de la spiruline, dans 

le but de trouver la méthode la plus fiable.  

 Nous retiendrons que Minkova et al., (2003) ont purifié l’extrait brut de C-PC par un 

traitement à plusieurs étapes : du rivanol (avec un rapport 10 :1), suivi d’une saturation à 40% 

du sulfate d’ammonium ((NH4)2SO4), puis élimination du rivanol par filtration sur du 

Sephadex G-25. Enfin, ils effectuent une dernière saturation à 70% du sulfate d’ammonium. 

 Une nouvelle approche, pour la purification de la C-phycocyanine (C-PC), plus simple 

et plus efficace que les méthodes existantes a été faite par Patil et Raghavarao (2007). Cette 

méthode comporte deux étapes: l’extraction aqueuse à deux phases et la chromatographie 

d’échange d’ions.   
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 Silva et al., (2009) ont utilisé un plan expérimental pour l’optimisation de la 

purification. L’effet de la concentration en sulfate d’ammonium, du volume et du pH de la 

suspension a été évalué. Chen et al., (2014) ont purifié l’extrait brut de C-PC en ajoutant 

différentes concentrations de (NH4)2SO4 (40, 35, 30%), suivie d’une dialyse et d’une 

chromatographie. 

 Selon Chaiklahan et al., (2012), la pureté de la C-PC joue un rôle signifiant dans les 

applications commerciales et médicinales. Ces dernières années, de nouvelles techniques de 

purification telles que l’ultrafiltration, le procédé d’extraction en deux phases, la 

chromatographie échangeuse d’ions ont été utilisées. Si ces nouvelles méthodes présentent 

plus d’avantages que les procédés traditionnels, elles ont encore de nombreux obstacles à 

surmonter  (Goja et al. 2013). 

1.3.5.2 Stabilité  

 La phycocyanine a un grand pouvoir de piégeage des radicaux libres. Par conséquent, 

l’utilisation thérapeutique de cette molécule semble prometteuse puisque de nombreuses 

maladies sont liées à une formation excessive de dérivés réactifs de l’oxygène (DRO), en 

anglais ROS (reactive oxygen species),  (Romay et al., 2003). Cependant, l’utilisation de C-

PC dans les aliments et dans d’autres applications est limitée en raison de sa sensibilité au 

traitement thermique, ce qui entraîne une précipitation et une décoloration de la couleur bleue. 

L’azoture de sodium et le dithiothreitol sont couramment utilisés comme conservateurs pour 

la phycocyanine à des fins analytiques, mais ils sont toxiques et ne peuvent donc pas être 

utilisés pour la production de phycocyanine de qualité alimentaire. En revanche, les sucres et 

les alcools polyhydriques (sans danger pour la consommation) ont été utilisés pour stabiliser 

les protéines (Cuellar-Bermudez et al., 2015).  

 Du fait que la phycocyanine sous forme aqueuse se dégrade rapidement en cas de 

contamination bactérienne. Elle doit donc être conservée sous forme stérile ou au froid 

(congélation), ce qui entraîne des surcoûts importants. Toutefois, il est connu qu'en milieu 

aqueux, la stérilisation par la chaleur ou les ultraviolets dégrade la molécule de phycocyanine 

qui perd toute son efficacité après ouverture du conditionnement, impliquant de ce fait un 

conditionnement en monodose (Pottecher , 2014).  

 Les conservateurs chimiques présentent une toxicité qui les rend incompatibles pour un 

usage alimentaire. Seuls des essais avec des huiles essentielles, ont donné des résultats 

http://www.google.com/search?tbo=p&tbm=pts&hl=en&q=ininventor:%22Fr%C3%A9d%C3%A9ric+Pottecher%22
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acceptables. L’huile essentielle de Ravintsara (Cinnomomum camphora) retarde le 

développement bactérien tout en restant compatible avec un usage alimentaire, mais ce 

traitement ne convient que pour une préservation à court terme de la phycocyanine car les 

développements bactériens sont freinés mais pas annihilés. Il n'est pas possible non plus 

d’acidifier fortement le milieu pour empêcher le développement de bactéries car la 

phycocyanine est très sensible au pH et toute variation importante entraîne une précipitation 

des molécules. La phycocyanine devient instable et précipite en dessous de pH 5 et au-delà de 

pH 7,5 (Pottecher , 2014). 

 La congélation est une solution simple à mettre en œuvre, mais elle rend le transport 

très compliqué et très coûteux en raison de la nécessité de préserver la chaîne du froid. 

 L’alcool (éthanol) à forte concentration permet de stabiliser la phycocyanine, mais 

altère une grande partie de ses propriétés antioxydantes. De plus, l’alcool est problématique 

en raison des multiples interdictions religieuses auquel il est soumis (Pottecher , 2014). 

1.3.6 Activités thérapeutiques de la phycocyanine 

 La littérature a montré que la phycocyanine joue un rôle bénéfique pour la santé 

humaine grâce à ses propriétés pharmacologiques et biologiques potentielles. Nous avons 

tenté de regrouper, une partie des travaux les plus récents dans le tableau (1.3).  

 Illustrés dans des crèmes de beauté en jouant un rôle dans la stimulation de la synthèse 

de collagène, ces pigments peuvent avoir des applications dans l’industrie cosmétique 

(Christaki et al., 2016). Au repos, la phycocyanine a une couleur bleue et est pourvue d’une 

fluorescence rouge. Elle présente une absorption maximum à 620 nm et une radiation 

d’émission à 635 nm. Cette qualité en fait un produit fluorescent naturel qui est un marqueur 

de choix dans les diagnostics biomédicaux (Pottecher, 2014). 

 

 

 

 

 

http://www.google.com/search?tbo=p&tbm=pts&hl=en&q=ininventor:%22Fr%C3%A9d%C3%A9ric+Pottecher%22
http://www.google.com/search?tbo=p&tbm=pts&hl=en&q=ininventor:%22Fr%C3%A9d%C3%A9ric+Pottecher%22
http://www.google.com/search?tbo=p&tbm=pts&hl=en&q=ininventor:%22Fr%C3%A9d%C3%A9ric+Pottecher%22
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Tableau 1.3 : Propriétés pharmacologiques et biologiques des phycocyanines. 

Espèce de micro algue étudiée                      Propriété physiologique  Références 

Spirulina platensis, Aphanizomenon 

flos aquae 

Antioxydante  Romay et al 2003 ; Guan et al. 2009 ; 

Shalaby et Shanab, 2013; Chen et al., 

2014  

Spirulina platensis ; Arthrospira 

maxima 

Anti inflammatoire Romay et al 2003 ; Gonza´lez, et al., 

1999 ; Chen et al., 2014  

Spirulina platensis Neuroprotective  Romay et al., 2003 ;  Penton-Rol et 

2011 

Spirulina platensis Néphroprotectrice  Rodriguez-Sanchez et al., 2012, 

Rodríguez-Salgueiro et al., 2017 

Arthronema africanum 

(Cyanophyceae) 

Anti tumorale, Anti 

cancer 

Gardeva et al., 2014   

Spirulina platensis Anti radicalaire Bhat et Madyastha, 2000; Shalaby et 

Shanab, 2013 

Spirulina platensis Anti cataractogène Kumari et. al., 2013 

Spirulina platensis Anti diabétique Ou et al., 2013 

Spirulina platensis Immunomodulatrice  Chen et al., 2014 

Spirulina platensis Cicatrisante des plaies Gur et al., 2013 

Spirulina platensis Atheroprotective Strasky et al.2013 

Spirulina Hepatoprotective Romay et al 2003 

Spirulina platensis Anti hyperalgique Shih et al.,2009 

Spirulina platensis (Arthrospira) Antivirale Ayehunie et al., 1998; Shalaby et al., 

2010 ; Murugan, 2011 

Spirulina platensis Antifongique Murugan, 2011 

Spirulina platensis Cosmétique  Christaki et al., 2016 

1.3.7 Intérêt de l’extraction de la phycocyanine  

 La phycocyanine est une molécule de grand intérêt notamment en raison de ses 

propriétés bénéfiques pour la santé humaine (Tableau 1.3). Elle est consommée notamment 

pour ses propriétés antioxydantes et aussi pour sa capacité à favoriser la production de 

cellules souches (Pottecher , 2014). 

 La forte teneur de ce pigment a un grand intérêt dans l’industrie pharmaceutique. La 

production de la C-PC dépend de plusieurs paramètres à savoir : la souche de spiruline, 

l’intensité de l’éclairage, la composition du milieu de culture…etc. Selon Walter et al., (2011) 

l’utilisation d’une lumière rouge pour l’éclairage de la culture à la place d’une lumière 

ordinaire augmente la teneur et la pureté de C-PC. Il existe des spirulines de haute qualité 

particulièrement riche en phycocyanine (environ 20 % du poids sec au lieu de 10 à 11 % qui 

représente la teneur minimale dans la spiruline de base) (Jourdan, 2011).  

http://www.google.com/search?tbo=p&tbm=pts&hl=en&q=ininventor:%22Fr%C3%A9d%C3%A9ric+Pottecher%22
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 Cependant, il s'agit d’une molécule coûteuse et compliquée à extraire. Après extraction 

et en cas de contamination bactérienne, cette molécule se dégrade très rapidement,  ce qui 

surenchérit les coûts. Sous forme liquide, dans l’eau, cette molécule doit être extraite dans des 

conditions stériles et de préférence conditionnée en mono-doses (par exemple des ampoules 

en verre) car après ouverture le milieu n'est plus stérile et la phycocyanine est détruite 

(Pottecher , 2014 et Cuellar-Bermudez et al., 2015). 

 Ainsi, le développement de méthodes de bio-séparation efficaces, respectueuses de 

l’environnement et économiques à grande échelle, est souhaitable tout en préservant les 

propriétés de la phycobiliprotéine. Bien ajustées, ces méthodes doivent assurer un rendement, 

une qualité et une pureté élevés. Pour cela il faut suivre les étapes décrites par  Manirafasha et 

al., (2016) dans la figure (1.10). 
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Figure 1.10 : Diagramme du processus de production de phycocyanine 

(Manirafasha et al.,2016).  
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caractérisation, 

SDS PAGE 

Méthode de 

purification, ex : 

Chromatographie 

sur colonne 

Phycocyanine d’une 

pureté très élevée 
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1.4 Extraction des composés bioactifs à partir des microalgues 

 Parmi les différentes étapes que constituent l’analyse et l’identification de molécules 

bioactives, l’étape de l’extraction (qui a pour but la désorption des molécules d’intérêt des 

sites actifs de la matrice végétale), est primordiale puisqu’elle déterminera la nature et la 

quantité des molécules extraites. Elle assurera, par conséquent, le succès des étapes suivantes, 

à savoir l’élaboration de produits nutraceutiques et/ou d’aliments fonctionnels. Ces derniers 

peuvent être définis selon (Agriculture et Agroalimentaire Canada, 2015) comme suit: 

 Un produit « nutraceutique » ou « produit de santé naturel » est isolé ou purifié à partir 

d’aliments, mais vendu en général sous des formes médicinales qui ne sont pas 

d’habitude associées aux aliments (gélules, pilules, poudre, ampoules contenants un 

liquide…etc.). L’effet physiologique bénéfique ou la capacité de protéger contre les 

maladies chroniques de ces produits nutraceutiques est prouvé. 

 Les aliments fonctionnels sont semblables en apparence aux aliments conventionnels. 

Ils font partie de l’alimentation normale et procurent des bienfaits physiologiques 

démontrés et/ou réduisent le risque de maladie chronique au-delà des fonctions 

nutritionnelles de base (par exemple l’ajout d’ingrédients bioactifs de spiruline dans 

les pâtes alimentaires).  

 Différentes méthodes d’extraction ont été proposées, parmi lesquelles la filtration 

tangentielle, l’extraction accélérée par solvant, la lyse cellulaire et l’extraction aqueuse en 

deux phases. Les méthodes conventionnelles ou traditionnelles, était jusqu’ici utilisées et 

considérées comme techniques de choix pour extraire les composés naturels. Cependant, ces 

procédés s’avèrent être généralement longs tout en nécessitant l’utilisation massive de solvant 

organique (Manirafasha et al., 2016) (Tableau 1.4). 

 Ainsi, la demande croissante pour des produits possédant d’excellentes propriétés 

nutritionnelles et organoleptiques, couplée à l’importance de la réduction de l’impact 

énergétique et environnemental de ces procédés classiques, ont poussé les chercheurs et les 

professionnels de l’alimentation à faire de plus en plus appel à des techniques innovatrices 

alternatives pour pallier à ces inconvénients. 

 Nous traiterons dans cette partie les différentes méthodes d’extraction (conventionnelles 

et innovatrices) des composés bioactifs (ex phycocyanine).  
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Tableau 1.4 : Avantages et inconvénients des méthodes conventionnelles d’extraction des 

phycobiliprotéines (Manirafasha et al., 2016).  

Méthodes d’extraction  Biomasse Avantages  Limites  

Congélation/décongélation 
Fraîche et 

sèche 

Simple, rapide (10-12h), 

reproductible, ne dépond 

pas de la qualité de 

biomasse, pas de 

corrosion du matériel, 

n’affecte pas la qualité 

biologique des protéines 

Douce et non dénaturante 

Difficile à réaliser 

à l’échelle 

industrielle 

Sonication Fraîche et 

sèche 

Grande productivité à 

petite échelle 

Difficile à réaliser 

à l’échelle 

industrielle 

Utilise une forte 

fréquence (20 à 50 

kHz) 

Précipitation fractionnelle 

avec du sulfate 

d’ammonium 

Fraîche et 

sèche 

Pas cher, précipitation 

facile des protéines sans 

dénaturation 

Difficile à réaliser 

à l’échelle 

industrielle 

Chromatographie 

échangeuse d’ion 

Fraîche et 

sèche 

Utiliser pour une 

purification élevée des 

phycobiliprotéines 

Difficile à réaliser 

à l’échelle 

industrielle 

Homogénéisation (mortier 

et pilon) 

Fraîche Rapide (10 à 12h) Risque de 

contamination 

Extraction à l’eau  Fraîche Non toxique Très lente 

Extraction à l’acide Fraîche L’extraction d’acide 

serait utile pour 

l’extraction directe du  

pigment 

phycocyanobiline à partir 

de la phycocyanine 

Dénaturation des 

phycobiliprotéines 
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1.4.1 Méthodes conventionnelles d’extraction  

 Il existe de nombreuses techniques de rupture des cellules utilisées pour l’extraction des 

composés bioactifs. 

1.4.1.1 Méthodes mécaniques  

 - L’extraction à l’eau : elle permet de briser les cellules fragiles avec un minimum de 

dommages. Les cellules, incubées dans une solution hypotonique, cherchent à rétablir 

l’équilibre osmotique. L’eau pénètre dans la cellule et finit par causer une rupture de la 

membrane plasmique. La biomasse de spiruline suspendue dans l’eau distillée permet 

l’extraction de la phycocyanine qui sera dosée par spectrophotométrie  (Siegelman et Kycia, 

1978).  

 - Homogénéisation des cellules : le broyage se fait à l’aide d’un mortier et un pilon en 

présence de sable neutre lavé à l’acide tout en utilisant un tampon phosphate de sodium 50 

mM pH 6,8. L’extrait est ensuite centrifugé et le surnageant obtenu contient de la 

phycocyanine (Prabakaran et Ravindran, 2013). D’après les auteurs, cette méthode présente le 

meilleur rendement d’extraction comparée à la congélation/décongélation. 

 - Congélation/décongélation (Sarada et al., 1999): La phycocyanine a été extraite par 

des étapes de congélation suivie d’une décongélation répétées des cellules, dans du tampon 

phosphate (50 mM, pH 6,8). Ces chercheurs ont également utilisé une autre méthode à 

savoir : l’homogénéisation dans un Virtimixer (The Virtis Company, Gardiner NY 12525) à 

différentes vitesses. La biomasse humide récoltée mise en suspension dans du tampon 

phosphate a été soumise à 5, 10, 20 et 1000 tr / min pendant une durée d’intermittence de 10 

minutes. 

 - Le « bead beating », aussi connu sous le nom de « bead mill » ou broyeur à perles, est 

une technique très simple de dégradation cellulaire. Cette technique consiste en une très forte 

agitation du milieu comprenant la solution de microalgues à traiter, additionnée de solvant 

(une concentration de l’ordre de 100 à 200 g/L) et des perles de quartz ou de métal (Mercer et 

Armenta, 2011). La collision et la friction de ces perles avec les cellules entraînent une 

déstructuration de ces dernières. 
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1.4.1.2 Méthodes chimiques  

 - Extraction par solvant : L’extraction de la phycocyanine a été évaluée en utilisant de 

l’eau distillée et une solution de CaCl2 à 1 % (Prabuthas et al., 2011). La macération, en 

utilisant l’hexane, a été également utilisée par Seo et al (2013). Malheureusement ces solvants 

posent un problème crucial : l’hexane et l’éther de pétrole sont toxiques. L’éthanol permet 

l’extraction la plus efficace, mais pose de nombreux problèmes : toxicité, interdiction dans 

certaines religions et perte de l’activité antioxydante. 

 - Extraction acide (Sarada et al., 1999) et (Prabakaran et Ravindran, 2013) : La 

biomasse humide a été traitée avec différentes concentrations d’acide chlorhydrique (2, 4, 6, 8 

et 10 N) à température ambiante. À des intervalles de temps différents (2, 4, 24 heures), les 

échantillons ont été centrifugés et les surnageants ont été prélevés pour une estimation de la 

phycocyanine. 

 - Extraction enzymatique : Seo et al., (2013) ont réalisé la désintégration enzymatique 

de la paroi cellulaire en plaçant la poudre de A. platensis dans un bain d’agitation à 30 °C 

pendant 24 heures en présence d’un lysozyme. Les enzymes lytiques comme les cellulases, 

pectinases, xylanases, protéases, etc., peuvent être employées pour rompre les parois de ces 

cellules. 

 Les méthodes d’extraction traditionnelles présentent plusieurs inconvénients, tels que : 

 Une  durée du traitement assez élevée ; 

 Une  consommation d’énergie élevée ; 

 L’utilisation d’une grande quantité de solvants qui sont parfois toxiques ; 

 Un  rendement faible.  

 Ainsi, une approche systémique et économique a été réalisée pour une extraction 

maximale des pigments par d’autres moyens innovateurs. 

1.4.2  Méthodes innovatrices d’extraction  

 Diverses techniques ou « technologies innovatrices » sont actuellement proposées Il 

s’agit, essentiellement, de techniques telles que l’extraction assistée par ultrasons (UAE, 

Ultrasound Assisted Extraction), l’extraction assistée par micro-ondes (MAE, Microwave 

Assisted Extraction), l’extraction assistée par champ électrique pulsé (PEF, Pulsed Electric 
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Field), l’extraction à haute pression (HPE, High-Pressure Extraction), l’extraction par eau 

subcritique (SWE, Subcritical Water Extraction) et enfin l’extraction par fluide supercritique 

(SFE, Supercritical Fluid Extraction).  

 Ces nouvelles technologies font aujourd’hui l’objet de nombreuses recherches, à la fois 

fondamentales et appliquées. Si certaines d’entre elles ont même été développées à l’échelle 

industrielle, d’autres sont encore au stade du laboratoire. Des essais portant sur des tentatives 

d’introduction des techniques d’irradiation, et plus récemment des OGM, ont échoué. De ce 

fait les industries alimentaires restent très prudentes vis-à-vis de l’introduction de ce type de 

technologies.  

1.4.2.1 Extraction assistée par les ultrasons  

 Un ultrason est une vibration de même nature que le son, mais de fréquence supérieure 

à la plus haute fréquence audible pour un homme. Ces vibrations sont produites dans la 

matière à une fréquence supérieure à 20 000 Hz (entre 20 et 100 kHz). Il existe en effet quatre 

types de sons différents suivant une fréquence donnée (Tableau 1.5). 

Tableau 1.5 : Les types de fréquences de sons (Luque et De Castro 2003). 

Fréquence  Sons 

0 à 20 Hz Infrasons inaudibles pour l’homme 

20 Hz à 20 kHz Sons audibles par l’homme 

20 kHz à 1 GHz Ultrasons (peu audible pour l’homme) 

Séquences à 1 GHz Hyper sons (inaudible pour l’homme) 

a- Principe :  

 Les ultrasons sont des ondes vibrationnelles mécaniques de fréquence allant de 16 kHz 

à 1 GHz pouvant se propager dans les solides, les liquides et les gaz. Dans un milieu liquide, 

la propagation des ondes va générer des cycles successifs de compression (haute pression) et 

de dépression (basse pression) (Wang et Weller, 2006). Selon Pétrier et al., (2008), cette 

action génère des millions de bulles microscopiques qui se propagent pendant la phase de 

pression négative, et qui implosent violemment pendant la phase de pression positive  (Figure 

1.11).  

 Ce phénomène, appelé « cavitation », dissipe une énergie considérable au niveau du 

point d’implosion. Près d’une surface solide, l’effondrement de cavité est asymétrique et 
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produit un jet de liquide à grande vitesse. Le jet liquide a un fort impact sur la surface solide. 

Dans le cas d’une matrice végétale, ces jets de liquides vont percer les parois végétales et 

permettre ainsi la libération des molécules dans le milieu liquide (Luque et De Castro 2003 et 

Wang et Weller, 2006). 

 L’efficacité du traitement par ultrasons provient de la cavitation, dans laquelle les points 

chauds locaux et les pressions élevées peuvent faciliter la rupture de la paroi cellulaire (Mäki-

Arvela et al., 2014).  

 

 

Figure 1.11 : Représentation schématique de la croissance et de l’implosion d’une 

bulle de cavitation (Pétrier et al., 2008). 

 

 En outre, beaucoup de facteurs régissent l’action des ultrasons à savoir la fréquence, la 

pression, la température et le temps de traitement.  

 Les micrographies électroniques à balayage (MEB) ont montré l’évidence des effets 

mécaniques des ultrasons, principalement par la destruction des parois cellulaires et la 

libération du contenu cellulaire. Contrairement aux extractions conventionnelles, les extraits 

de plantes vont diffuser à travers des parois cellulaires, fragilisées par les Ultrasons du fait 

d’une rupture rapide des parois cellulaires (Chemat et al., 2004). 
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 Les ultrasons sont étudiés dans le cadre d’opérations de stabilisation ou d’extraction. 

Deux types d’effets sont recherchés : des effets physiques ou des effets chimiques :  

 Concernant les effets physiques, les ultrasons accélèrent ou favorisent la cristallisation 

des matières grasses ou des sucres, le dégazage et la destruction de mousses ou 

d’émulsions, l’extraction de composés d’intérêt ou d’arômes, la filtration, la 

cristallisation de l’eau ou des solutés lors de la congélation, le mélange ou 

l’homogénéisation, la précipitation, l’attendrissement des viandes… etc.  

 Les effets chimiques et biologiques portent sur la catalyse de certaines réactions 

chimiques, la décontamination microbiologique ou l’inactivation de certaines 

enzymes. 

b- Applications sur les microalgues  

 L’efficacité des ultrasons dans le domaine de l’extraction des produits naturels n'est plus 

à démontrer. Dans le domaine des microalgues, les ultrasons ont montré leur efficacité sur la 

souche Nannochloropsis sp. Dans la littérature, plusieurs articles sur l’extraction assistée par 

ultrasons des composés bioactifs tel la phycocyanine ainsi que d’autres composés de 

microalgues  ont été publiés (Plaza et al., 2008, Macias-Sanchez et al., 2009 ; Hemlata et al., 

2011 ; Lee et al., 2013). 

 Concernant l’extraction des lipides, Prabakaram et Ravindram (2011) ont réalisé une 

étude sur trois espèces de microalgues sur lesquelles différentes méthodes de destructuration 

ont été testées (autoclave, bead beating, micro-ondes, choc osmotique et ultrasons). Les 

ultrasons apparaissent comme être la technique de choix permettant d’obtenir le meilleur 

rendement lipidique. Les ultrasons se sont révélés très pertinents pour l’extraction des lipides 

à partir des microalgues et ce jusqu'à une certaine puissance. Au-delà de celle-ci, il a été 

observé une oxydation des lipides. 

c- Avantages  et inconvénients 

Les ultrasons ont les avantages suivants : 

- Augmentation de la cinétique et du rendement d’extraction, 
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-  Réduction de la température de fonctionnement permettant l’extraction des composés 

thermolabiles, 

-  Faible coût de l’appareillage et facilité de l’opération par comparaison à d’autres 

nouvelles techniques d’extraction telles que l’extraction assistée par micro-ondes,   

- Possibilité d’utilisation de n'importe quel solvant, ce qui permet d’intervenir dans 

l’extraction d’une large variété de composés naturels.  

1.4.2.2 Extraction assistée par les hautes pressions 

a- Principe  

 Le procédé des hautes pressions consiste à soumettre un produit alimentaire liquide ou 

solide, avec ou sans emballage, à des pressions comprises entre 100 et 800 MPa, à 

température ambiante ou inférieure à 50 °C. La durée de traitement est généralement comprise 

entre 5 et 30 minutes (Devlieghere et al., 2004). 

 La pression élevée raccourcit typiquement le temps d’extraction et la quantité de solvant 

utilisé.  

b- Application sur les microalgues  

 L’extraction des liquides pressurisés de la spiruline a été étudiée de manière intensive 

par Plaza et al., (2008), Shang et al.,  (2011), Koo et al., (2012) et autres. Pour l’extraction de 

la phycocyanine, Seo et al., (2013) ont appliqué une pression hydrostatique de 5000 bars à 

20 °C pendant 15 minutes. Le traitement sous haute pression a été effectué sur un sac 

plastique spécial scellé hermétiquement et contenant une suspension de poudre de S. platensis 

dans de l’eau distillée. Par la suite l’échantillon a été immergé dans de l’eau à 4 °C pendant 

12 heures, suivie d’une filtration sous vide en utilisant du papier-filtre. 

c- Avantages et inconvénients 

 L’extraction sous hautes pressions est vivement recommandée chez les algues en raison 

des avantages suivants :  

- Possibilité d’éviter la chaleur excessive, l’oxygène et la lumière qui causent la 

dégradation des composés sensibles, 
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- Utilisation d’une plus faible quantité de solvant, 

- Sélectivité plus élevée par rapport au Soxhlet et extraction assistée par ultrasons, 

- Diminution du temps nécessaire pour l’extraction. 

 Ce procédé, également connu sous le terme de « Pascalisation », peut être utilisé pour 

améliorer la durée de vie des aliments ou être appliqué aux matières premières et aux 

ingrédients pour modifier certains aspects de leur fonctionnalité. La mise en œuvre de ce 

procédé reste aujourd’hui limitée en raison de son coût. Des applications industrielles existent 

toutefois pour les jus de fruits en France et dans divers pays d’Europe, les confitures, le riz 

cuit au Japon et le guacamole aux États-Unis. 

1.4.2.3 Extraction assistée par micro-ondes   

a- Principe :  

 Les micro-ondes sont des ondes électromagnétiques, possédant un champ électrique et 

magnétique perpendiculaires l’un par rapport à l’autre, qui se propagent dans le vide avec des 

fréquences situées entre 300 MHz et 300 GHz. Néanmoins, dans le but d’éviter des 

interférences avec les radiocommunications et les radars, les micro-ondes domestiques et 

industrielles sont généralement utilisées à une fréquence de 2,45 GHz (Camel,  2001). Les 

micro-ondes sont positionnées sur le spectre électromagnétique entre les infrarouges et les 

radiofréquences, avec des valeurs de longueurs d’ondes comprises entre 1 m et 1 cm (Figure 

1.12). 

 

Figure 1.12 : Représentation du spectre électromagnétique et positionnement des 

micro-ondes domestiques (Michel, 2011). 
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b- Application sur les microalgues 

 Les micro-ondes ont la particularité de chauffer instantanément et préférentiellement 

des molécules polaires et notamment les molécules d’eau. Les cellules de microalgues étant 

constituées de 65-85 % d’eau, et suite à une exposition aux micro-ondes, la cellule est sujette 

à des contraintes importantes qui entraînent une déstructuration des cellules favorisant ainsi la 

libération des molécules d’intérêts. Le phénomène peut donc conduire à augmenter 

l’efficacité des procédures d’extraction de lipides des micro-algues. Une étude récente publiée 

par Balasubramanian et al. (2011) a montré que l’extraction assistée par micro-ondes de 

Scenedesmus obliquus a permis d’obtenir 77 % de lipides alors que l’extraction au Soxhlet n'a 

conduit qu'à 47 % de lipides. Par ailleurs, avec le procédé micro-ondes, le temps d’extraction 

a été considérablement réduit (30 minutes pour les micro-ondes contre 10 heures pour le 

Soxhlet). L’huile extraite présentait une meilleure qualité et contenait davantage d’oméga-3 et 

d’oméga-6. L’étude de l’équipe de Lee et al (2010) a par ailleurs mis en évidence l’efficacité 

des micro-ondes par rapport à d’autres techniques (ultrasons, « bead beating », choc 

osmotique, autoclave) sur différentes microalgues telles que Botryococcus sp., Chlorella 

vulgaris et Scenedesmus. Seule contrainte, les micro-ondes imposent de travailler à partir 

d’une biomasse humide 

c- Avantages et inconvénients  

- Par rapport aux techniques d’extraction classiques, les principaux avantages de 

l’extraction assistée par micro-ondes  sont sa rapidité, la réduction du volume de 

solvant utilisé, tout en ayant un rendement d’extraction amélioré. De plus, elle est 

simple d’utilisation et peu onéreuse. 

- Néanmoins, c’est une technique d’extraction qui nécessite une étape de filtration et/ou 

de centrifugation pour éliminer les particules solides après extraction. Par ailleurs, de 

faibles rendements d’extraction peuvent être obtenus lorsque des solvants apolaires ou 

volatils sont utilisés (Wang et Weller, 2006). 

1.4.2.4 Extraction par fluide supercritique   

a- Principe  

 La technique est fondée sur la solubilité des constituants dans le fluide à l’état 

supercritique. L’état supercritique d’un fluide est obtenu en menant le gaz au-dessus de sa 
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température critique Tc ou en comprimant le liquide au-delà de sa pression critique Pc. La 

température critique est la température au-delà de laquelle la phase liquide de la substance ne 

peut pas exister, quelle que soit la pression. La pression de vapeur à la température critique est 

la pression critique (Benaissi, 2013) (Figure 1.13). Selon l’auteur, les fluides supercritiques 

comparés aux solvants liquides, ont plusieurs avantages, dont les principaux sont : 

 - La puissance de dissolution d’un solvant liquide supercritique dépend de sa densité, 

qui est fortement réglable en changeant la pression ou/et la température. 

 - Le fluide supercritique a un coefficient de diffusion plus élevé et une tension 

superficielle plus faible ainsi qu’une viscosité inférieure à celle d’un solvant liquide, menant 

ainsi à un transfert de masse plus favorable. 

 Le CO2 est le fluide supercritique le plus utilisé car il présente des avantages notables : 

non toxique, non polluant, non inflammable, largement disponible à de très hauts degrés de 

pureté (jusqu'à 99,99999 %) et à des coûts modérés (de l’ordre de 1 €/kg). De plus ses 

paramètres critiques sont faibles (Tc = 31 °C, Pc = 73,8 bars) ce qui en fait un solvant « vert » 

ayant des applications industrielles tout à fait innovantes (Benaissi, 2013). 

 En revanche, c'est une technologie au coût élevé et requierant des pressions importantes, 

la technologie nécessite un environnement sécurisé ; on ne compte qu'environ 250 

installations industrielles dans le monde. Néanmoins, les recherches se poursuivent, par 

exemple pour extraire de nouvelles molécules avec des pressions plus élevées, jusqu'à 700 

bars. Par ailleurs, se sont développées récemment des méthodes d’extraction par de l’eau 

supercritique, qui permet d’isoler des composés solubles dans l’eau, alors que le CO2 dissout 

plutôt des composés lipophiles (Déniel, 2010).  

b- Application sur les microalgues  

 Le CO2 supercritique a été utilisé par Valderrama et al., (2003) pour l’extraction de 

l’astaxantine à partir de Haematococcus pluvialis et la  phycocyanine à partir de Spirulina 

maxima. Également l’effet de la pression et de la température sur l’extraction supercritique 

des caroténoïdes a été intensément étudié (Macias-Sanchez et al., 2009 ; Kitada et al., 2009 

Cardoso et al., 2012). 
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c-  Avantages et inconvénients  

 La technologie au CO2 supercritique apparaît comme adaptée à l’extraction de lipides à 

partir de microalgues pour les raisons suivantes (Benaissi, 2013):  

- Un pouvoir solvant à géométrie variable : la solubilité d’une substance dans le CO2 

supercritique dépend de la masse volumique du fluide. Compte tenu de la 

compressibilité de ce fluide supercritique, la température et la pression de travail 

influencent la masse volumique, et par conséquent la solubilité des composés. Ce 

changement de masse volumique du fluide supercritique est à l’origine du pouvoir 

solvant à géométrie variable.  

- Un transfert de matière favorisé : comme le fluide supercritique possède des propriétés 

intermédiaires entre l’état liquide et l’état gazeux, celles-ci lui permettent ainsi de 

pénétrer très rapidement dans les cellules des micro-algues.  

- L’obtention d’extrait sans résidus de solvant : l’extrait lipidique obtenu à partir d’une 

extraction au CO2 supercritique est exempt de solvant. Ainsi aucune énergie n’est 

dépensée pour l’élimination de celui-ci. 

- Le seul inconvénient de cette technique est le coût d’extraction. Sensiblement plus élevé 

que celui des autres méthodes, il compense en regard de la qualité, de la sécurité et de 

la performance. 

 

Figure 1.13 : Diagramme de phase pour le CO2 (Anonyme, 2016). 
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1.4.2.5 Extraction par le champ électrique pulsé  

 Les champs électriques pulsés (CEP) sont depuis longtemps utilisés en génie génétique, 

pour l’hybridation cellulaire (incorporation de l’ADN) et l’électrofusion (Jeyamkondan et al., 

1999). La particularité du CEP  réside dans sa sélectivité vis - à - vis des membranes 

cellulaires en provoquant un déséquilibre de charges ioniques qui se traduit par une 

compression électromécanique au niveau de celles-ci. La tension induite par le champ 

électrique entraîne la création de pores. L’ouverture des pores peut être réversible ou 

irréversible selon l’intensité du champ électrique appliqué (Zimmermann, 1986). 

 Dans ce contexte dans les parties qui suivent, nous allons décrire en détail le procédé du 

CEP, ainsi que les applications que nous serions susceptibles de développer au laboratoire. 

1.5 Champ électrique pulsé  

1.5.1 Approche historique 

 Le pionnier de l’application des champs électriques pulsés dans le domaine 

alimentaire est Heinz Doevenspeck. Il a décrit l’efficacité des champs électriques pulsés pour 

l’amélioration de la séparation des phases dans le matériel alimentaire (Doevenspeck 1960, 

1961). Au cours des 10 années, la technologie des champs électriques pulsés a été développée 

par Doevenspeck et étendue à l’inactivation microbienne. Grâce à un traitement par le CEP, la 

croissance des microorganismes et la détérioration des échantillons de bière a été empêchée. 

 Les premières études systématiques sur l’effet létal non thermique des champs 

électriques pulsés sur des microorganismes ont été réalisées à l’Unilever Research Centre au 

Royaume-Uni (Sale et Hamilton, 1967). 

 Une application similaire est donnée dans un brevet American (Dunn et Pearlman 

1989) qui décrit des procédés et appareils pour prolonger la durée de conservation des 

produits alimentaires liquides, en soumettant les produits alimentaires fluides tels que les 

produits laitiers, les jus de fruits et les produits d’œufs fluides à un traitement par CEP. 

 Au début des années 1990, un grand nombre de chercheurs dans les universités se sont 

focalisés sur l’intérêt de l’application du CEP dans le domaine alimentaire.  
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 En 1995, la Food and Drug Administration (FDA) a publié une lettre de non-objection 

pour l’utilisation de la technologie CEP ou PEF (Pulsed electric field) dans la préservation des 

aliments. 

 Les applications envisageables des puissances pulsées sont reportées par Kristiansen 

(1993) dans la figure (1.14). 

 

Figure 1.14: Quelques applications des puissances pulsées d’après Kristiansen (1993). 

 Actuellement, deux principales applications des champs électriques pulsés sont bien 

abordées. Il s’agit essentiellement de la réduction microbienne des aliments à basse 

température (Barbosa-Canovas, 1999 ; Knorr et al., 2001 ; Heinz et al., 2002 ; Amiali, 2005) 

en utilisant des CEP de hautes intensités (E >10 kV/cm) et de l’extraction des métabolites ou 

de composés intracellulaires à partir de cellules végétales en utilisant des CEP de moyennes 

intensités (0,1 à 5 kV/cm) (Bazhal et Vorobiev, 2000 ; Bazhal., 2001 ; Vorobiev et Lebovka, 

2008 ; Grimi et al., 2009 ; Grimi et al., 2010 ; Ben ammar, 2011).  

 Selon Jaeger et al., (2008) les travaux de recherche portent plus sur l’inactivation 

microbienne et enzymatique avec les applications de CEP comme technique de désintégration 
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et l’induction de la réponse au stress dans les cellules biologiques. Bien que les recherches sur 

la technologie des champs pulsés soient nombreuses, il n'existe qu'une quantité limitée de 

prototypes à l’échelle technique ou industrielle et/ou d’applications commerciales. À l’heure 

actuelle, environ 25 groupes de recherche travaillent sur des applications de CEP pour la 

production alimentaire.  

1.5.2 Mécanisme d’action du CEP  

 Le procédé du champ électrique pulsé, appliqué au domaine alimentaire, consiste à 

soumettre les aliments à des champs électriques de très forte intensité de l’ordre de 2 à 

80 kV/cm, de manière répétée (pulsée), pendant des temps très courts (micro ou 

millisecondes), dans le but de détruire les microorganismes ou d’extraire les composés 

intracellulaires (Zimmermann 1986).   

 Un générateur à haute tension est utilisé pour charger des condensateurs. À l’aide d’un 

switch haute tension, l’énergie stockée dans le condensateur est déchargée rapidement sous 

forme de pulsation dans une chambre de traitement à l’intérieur de laquelle se trouve l’aliment 

placé entre deux électrodes (Go´ngora-Nieto et al., 2002). La distance séparant les deux 

électrodes vaut quelques centaines de micromètres, ce qui permet de générer des champs de 

plusieurs dizaines de kV/cm. Si la membrane cellulaire est perturbée, le contenu 

intracellulaire s'écoule et les activités métaboliques des cellules s’arrêtent (Barbosa-Canovas 

et al., 1999).  

 Il existe différentes théories expliquant la perte temporaire de la semi-perméabilité 

d’une cellule et la lyse des membranes cellulaires sous l’influence du CEP à haute tension. 

Les deux théories les plus acceptées sont : « la rupture diélectrique » et 

« l’électroporation ». 

1.5.2.1 Rupture diélectrique 

 Le phénomène de rupture membranaire n’étant pas totalement connu à ce jour, la 

théorie de Zimmermann semble être la plus acceptée par la communauté scientifique. Dans 

cette théorie, la membrane peut être considérée comme un condensateur (Zimmermann 1986). 

Des charges opposées existent de part et d’autre de la membrane à l’état naturel, ce qui induit 

un potentiel transmembranaire initial. 
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 Le potentiel transmembranaire (PTM ou V) est le résultat de mouvements ioniques 

transmembranaires. Ces mouvements sont la conséquence d’une distribution inégale, de part 

et d’autre de la membrane, des ions et macromolécules chargées (Golovanov, 1995). Dans le 

milieu intracellulaire le potentiel électrique (φc) est négatif, contrairement au potentiel de 

l’espace extra-cellulaire (φe), qui est positif (Figure 1.15).   

 

 

Figure 1.15 : Modèle électrique d’une cellule biologique (Ciobanu, 1987). Avec R1 

la résistance de l’espace extracellulaire ; R2 la résistance du 

cytoplasme ; R3 la résistance de la membrane cellulaire et C la 

capacité électrique de la membrane cellulaire. 

 

 L’exposition de la membrane à un champ électrique entraîne une accumulation des 

charges en surface de la membrane, ce qui augmente le PTM. Le PTM est représenté par 

l’équation (2.4), (Barbosa-Canovas et al., 1999): 

                               
  

  
          Equation 1.4 

 Où  

 Vt  est le potentiel transmembranaire induit (V), 

f  est un facteur qui dépend de la forme de la cellule (f = 1 pour les cellules sphériques). 

Rc est le rayon de la cellule (mm), 

τr est le temps de relaxation 

t  est le temps après que le champ constant est activé 

Er est le champ électrique de rupture (V/mm), 
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θ est l’angle défini par la direction du champ électrique et le rayon au niveau duquel le 

potentiel a été mesuré. 

 Lorsque θ = 0° ou 180° (au pôle de la cellule), cos θ= 1, donc une valeur maximale du 

potentiel transmembranaire Vt  

 Selon Knorr et al. (2005), les membranes cellulaires sont stables aux faibles valeurs de 

Vt mais lorsque celui-ci dépasse une valeur seuil (de l’ordre 0,2 à 1 V), elles deviennent 

perméables, puis au-delà d’une valeur critique (comprise entre 0,7 et 2,2 V pour les cellules 

végétales et animales respectivement) les membranes sont complètement endommagées. Un 

potentiel électrique  Vt  d’environ 1 V correspond à un champ électrique Em = 200 V/cm pour 

les cellules végétales (de diamètre d = 50 µm) et un Em = 10 kV/cm pour les cellules 

microbiennes  (d = 1 µm) (Markov, 2010). L’intensité du champ électrique concentré à la 

membrane (Em) est estimée par l’équation (2.5). 

    
   

 
   

   

  
         Equation 1.5 

 Ainsi: Vt est le potentiel électrique transmembranaire (V) ; d est  le diamètre de la 

cellule (cm). La largeur d’une membrane hm (≈ 5 nm) est très faible par rapport à une cellule 

végétale rayon Rc (≈ 100 µm) . 

 Si on considère le 2
ème

 rapport:               = 200 V/cm pour la cellule végétale et 

            = 10 kV/cm   pour la cellule animale (d =1 µm).    

 L’accumulation des charges, de signes opposés, provoque une compression de la 

membrane et donc son amincissement, qui à son tour augmente l’attraction entre les deux 

faces. À un moment donné, une rupture localisée de la membrane a lieu : il y a formation de 

pores. Le potentiel transmembranaire est alors appelé « potentiel de rupture » et sa valeur est 

proche de 1V (Castro, 1994 ; Knorr et al., 1994).  

 Lorsque l’intensité du champ électrique E est nettement supérieure au champ électrique 

de rupture (Er ou bien Em), la formation des pores devient irréversible (Figure 1.16). 
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Figure 1.16 : Principe de l’effet du champ électrique pulsé. 

1.5.2.2 Théorie de l’électroporation 

 L’électroporation ou l’électroperméabilisation est un phénomène membranaire qui 

apparaît lorsque les cellules sont exposées à des champs électriques élevés pendant de courtes 

périodes. Les cellules traitées subissent une augmentation transitoire de potentiel 

transmembranaire, ce qui se traduit par une augmentation de la perméabilité membranaire, 

ayant pour conséquence un accès plus facile au contenu du cytoplasme cellulaire (Barbosa-

Canovas et al., 1999).  
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 Les mécanismes d’électroporation microbienne ou cellulaire ne sont pas complètement 

élucidés, mais on a postulé que les lipides se réarrangent dans la bicouche en raison 

d’interactions électrostatiques, formant des pores qui provoquent cette augmentation de la 

perméabilité (Zbinden et al., 2013). L’application du champ électrique provoque la 

réorientation des molécules lipidiques, créant ainsi des pores hydrophiles. 

 Selon Castro et al., (1993), une membrane cellulaire est pourvue de canaux protéiques, 

de pores et de pompes. L’ouverture et la fermeture de ces nombreux canaux constitués par des 

protéines dépendent du PTM (le potentiel de passage à travers les canaux protéiques est 

environ 50 mV). Lorsque le CEP est appliqué, de nombreux canaux protéiques sensibles à la 

tension s'ouvrent. Les canaux protéiques, une fois ouverts, connaîtront un courant beaucoup 

plus important que le courant normalement connu pendant les activités métaboliques. En 

conséquence, les canaux protéiques sont dénaturés de façon irréversible (la dénaturation d’une 

molécule de protéine est la perturbation de sa forme tridimensionnelle qui élimine ses 

activités enzymatiques). Ainsi, l’électroporation dans la membrane cellulaire se produit à la 

fois dans les canaux protéiques et dans la bicouche lipidique, ce qui entraîne l’inactivation de 

la cellule. La figure (1.17) montre les trois étapes de destruction de la membrane par champ 

électrique. 

 

Figure 1.17 : Electroporation de la membrane cellulaire basée sur un modèle 

viscoélastique: (a) augmentation de la fluctuation membranaires, (b) 

des réarrangements moléculaires conduisant à une discontinuité, et 

(c) une expansion du pore conduisant à une rupture mécanique de la 

membrane (Dimitrov, 1984). 

 

 Selon Golberg (2016) l’exposition des cellules aux champs électriques conduit à une 

perméabilité accrue de la membrane cellulaire due à l’électroporation. Ce phénomène peut 

être utilisé pour la destruction des cellules, la fusion des cellules, l’extraction ou 

l’introduction de petites et grandes molécules dans les cellules. Les résultats possibles 

dépendent du protocole de champ électrique pulsé (amplitude, forme, nombre et durée des 

pulsations). 
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1.5.3 Différents composants du système  

 Un système de traitement de champ électrique pulsé comprend une source 

d’alimentation à haute tension, un condensateur de stockage d’énergie, une résistance pour 

limiter la charge de courant, un commutateur pour décharger l’énergie du condensateur à 

travers l’aliment et une chambre de traitement, ainsi que d’autres éléments (Maged et al., 

2012). La tension maximale à travers le condensateur est égale à la tension à travers le 

générateur. Un commutateur électrique (switch) est utilisé pour décharger de l’énergie 

(instantanément en millionième de seconde) stockée dans le condensateur à travers l’aliment 

contenu dans la chambre de traitement (Figure 1.18). 

Figure 1.18 : Composants majeurs d’une installation de CEP (Amiali, 2005). 

1.5.3.1 Générateur à haute tension 

La source d’énergie, est un générateur de courant continu à haute tension, il convertit 

la tension d’une ligne d’alimentation de courant alternatif faible (220 V) en une haute tension 

de courant continu (Qin et al., 2014). L’énergie provenant du générateur est stockée dans le 

condensateur et est déchargée à travers la chambre de traitement pour générer un champ 

électrique dans le produit traité. 

En général, le générateur à haute tension est utilisé pour charger et stocker l’énergie 

dans le condensateur. Il fournit au système de CEP, des pulsations d’une intensité, d’une 

forme et d’une durée requises par l’opérateur (Qin et al., 1998). Ce dernier utilise un réseau 

de formation de pulsations plus ou moins complexe constitué de plusieurs composants: une ou 
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plusieurs alimentations en courant continu, une résistance, une batterie de condensateurs 

formée par deux ou plusieurs unités connectées en parallèle, un ou plusieurs commutateurs et 

des inductances de mise en forme de pulsations (Maged et al., 2012).  

1.5.3.2 Condensateurs à haute puissance  

Le principe de la production des puissances pulsées consiste à emmagasiner, 

lentement, de l’énergie électrique dans un condensateur ou une inductance de stockage et de 

la restituer à une charge en un temps très bref, à l’aide d’un commutateur (Touya, 2005) . La 

figure suivante illustre bien ce principe : 

 

Figure 1.19 : Principe du condensateur (Touya, 2005). 

Ainsi, par exemple, partant d’une source d’énergie électrique délivrant 1 kW, on peut 

emmagasiner pendant 10 secondes une énergie de 10 kJ dans des condensateurs ou des 

inductances de stockage. Si l’on sait restituer cette énergie en 10 μs, on délivrera, durant ce 

laps de temps, une puissance de 1GW (Touya, 2005). 

a- Transfert d’énergie 

L’énergie délivrée à un produit est fonction du rapport résistivité/conductivité, de la 

température et des caractéristiques de la pulsation (la forme d’onde, largeur du pic de voltage 

et le courant). Elle est donnée selon (Barbosa-Canovas et al., 1999) par la formule 

suivante (Equation 1.6, 1.7 et 1.8):  

                     Equation 1.6 

On a également :             

                        Equation 1.7 
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Donc : 

                             Equation 1.8 

Où,  

W est l’énergie (J), 

I  est le courant (A),  

P est la puissance (W),  

V est la tension de pulsation (V),  

d est la durée de traitement (sec). 

b- Energie stockée dans les condensateurs 

L’énergie provenant d’une haute tension est stockée dans le condensateur d’une 

capacitance donnée puis déchargée vers le produit à traiter. La capacitance C0 (F), de 

l’énergie de stockage est donnée par la formule suivante : 

     
 

  
  

   

 
           Equation 1.9 

Où,  

A : Surface de l’électrode (m²)  

R : Résistance (Ω)  

d : Distance entre les deux électrodes (m)  

σ : Conductivité électrique de l’aliment (Sm
-1

)  

τ : Durée de la pulsation (sec) 

L’énergie stockée dans le condensateur Q (Joule) est donnée par la formule suivante:  

    
 

 
   

                 Equation 1.10 

Où,  

V : Voltage de chargement (V) et C0 est la capacitance (F). 

Cette énergie peut être déchargée instantanément à un haut niveau de puissance  
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c- Densité d’énergie  

La densité d’énergie peut être exprimée sous différentes formes, dépendant du type de 

générateur de pulsation.  La densité d’énergie (Qe, Joule/m
3
) d’un générateur qui délivre une 

pulsation de type exponentiel est donnée par l’équation suivante : 

    
  
    

  
 

  
  

   
              Equation 1.11 

Où,  

V0 est le voltage de chargement initial, 

C0 est la capacitance (F),  

n est le  nombre de pulsation,  

t est le temps de traitement (sec), 

R est la résistance de l’aliment (Ω), 

v est le volume de la chambre de traitement (m
3
). 

Selon Ho et al. (1995), le traitement par CEP pourrait être plus efficace sur le plan 

énergétique que le traitement thermique. Dans le traitement thermique, comme le traitement à 

court temps à haute température (HTST), l’énergie nécessaire pour chauffer 49,5 mL d’eau de 

20 °C à 71,1 °C est de 12 kJ, tandis que l’énergie requise par le CEP pour traiter la même 

quantité de fluide est seulement 10,7 kJ. 

1.5.3.3 Commutateur à fermeture  

L’énergie emmagasinée dans les condensateurs est commutée à l’aide d’un 

commutateur ou d’un « Switch ». Suivant la nature du stockage, capacitif ou inductif, on 

utilise soit des commutateurs à fermeture (stockage capacitif), soit des commutateurs 

ouverture (stockage inductif) (Touya, 2005). 

Du point de vue technologique, il existe un choix beaucoup plus important de 

commutateurs à fermeture (ex : les commutateurs à gaz, les commutateurs magnétiques et les 

commutateurs à diélectrique liquide) que de commutateurs à ouverture (les commutateurs à 

semi-conducteurs, les commutateurs à plasma). De plus, les commutateurs à fermeture sont 

beaucoup plus simples à réaliser, donc beaucoup plus fiables et bien moins chers, que ceux à 

ouverture (Touya, 2005). 
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Un commutateur à gaz (éclateur à air) est un dispositif électrique utilisé pour réaliser 

des courts-circuits ultrarapides par un arc électrique provoqué par l’ionisation d’un gaz. 

L’éclateur à air est constitué de deux électrodes, placées face à face, dans un milieu qui est 

l’air. Au-delà d’une certaine valeur de tension entre les bornes, donc d’un certain champ 

électrique entre les électrodes, un amorçage se produit et un courant s’établit entre les deux 

électrodes formant un arc électrique à travers le gaz qui sépare les électrodes. En général une 

des électrodes est reliée à une phase, et l’autre à la terre (Barbosa-Canovas et al., 1999). 

Durant ce travail, nous avons exclusivement utilisé un générateur à stockage capacitif 

associé à un commutateur à fermeture de type gaz spark. 

1.5.3.4 Chambre de traitement  

 La chambre de traitement est l’élément fondamental d’une installation de CEP. Sa 

fonction majeure est de transférer le champ électrique au produit ou à l’aliment. Elle est 

composée de deux électrodes maintenues dans une position qui permet de former une enceinte 

englobant le produit (Qin et al., 1998). 

 Plusieurs designs de chambre statique ou continue ont été suggérés. (Barbosa-Cánovas 

et al., 1999). La chambre statique, la première à être conçue ne pouvait traiter qu’un petit 

volume à la fois. Elle n’était destinée que pour les applications expérimentales. Par contre, les 

chambres continues, permettent un traitement en continu, en accord avec les exigences d’une 

application industrielle.  

 Actuellement, 3 types de chambre prédominent (Figure 1.20) :  

 Parallèles plates, 

 Cofield, 

 Coaxiale. 

 La principale limitation des chambres parallèles plates est la nature discontinue du 

procédé. A l’inverse, alors que les chambres cofield et coaxiales permettent un traitement 

continu mais les champs électriques n’y sont pas aussi homogènes que dans le cas de 

chambres parallèles (Go'ngora-Nieto et al., 2002). Les électrodes de chambre, ainsi que les 

composants isolants, doivent être faits de matériaux inertes chimiquement inorganiques pour 
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éviter la contamination des aliments. En outre, les matériaux des chambres de traitement 

devraient être lavables et autoclavables (Huang et Wang, 2009). 

 La conception des chambres statiques destinées à la pasteurisation d’aliments liquides 

diffère selon la taille, la capacité de la chambre et la forme de l’électrode. Les électrodes 

circulaires à plaques parallèles offrent une répartition uniforme du champ électrique le long de 

l’écart d’axes et de la surface de l’électrode, mais créent un problème d’amélioration du 

champ aux bords des électrodes (Huang et Wang, 2009). Ce problème peut être évité en 

utilisant des électrodes de surface arrondie en contact avec la zone de traitement. Pour une 

opération de pasteurisation d’aliments liquides à grande échelle par CEP, on utilise des 

chambres continues.  

 

Figure 1.20 : Chambres de traitement continues (a), (b), (c) et Statique (d). (FDA, 

2000). 

 

1.5.3.5 Appareils de contrôle  

 En dehors de ces composants majeurs, certaines parties complémentaires sont 

également nécessaires. Un oscilloscope est utilisé pour observer la forme d’onde et relever les 

données des composantes nécessaires pour les analyses. Dans le cas de systèmes continus, 

une pompe est utilisée pour transporter les aliments à travers la chambre de traitement. Un 

système de refroidissement de chambre peut être utilisé pour diminuer l’effet de chauffage 

ohmique et contrôler la température des aliments pendant le traitement. Des sondes à haut 
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courant et à haute tension sont utilisées pour mesurer la tension et le courant délivrés dans la 

chambre. 

1.5.4 Paramètres influençant l’efficacité du traitement  

 Les principaux facteurs qui affectent l’efficacité du CEP au cours de la transformation 

des aliments peuvent être regroupés en trois types : 

- Facteurs technologiques liés au processus (intensité du champ électrique, type 

d’impulsion, durée du traitement et température de traitement) (Go´ngora-Nieto et al., 

2002), 

- Facteurs physico-chimiques du produit traité (pH, force ionique, conductivité électrique 

et constituants des aliments). (Amiali, 2005) 

- Facteurs biologiques (type, taille des cellules et leurs concentrations, largeur de la 

membrane et stade de croissance des microorganismes). 

1.5.4.1 Facteurs technologiques 

a-  Intensité du champ électrique 

 L’intensité du champ électrique est l’un des principaux facteurs qui influencent 

l’inactivation microbienne et l’extraction. D’après Lebovka et al. (2002) l’augmentation de 

l’intensité des CEP favorise l’électroporation des cellules. 

 Selon la théorie de l’électroporation (voir principe du CEP), l’intensité du champ 

électrique doit atteindre une valeur critique pour perméabiliser la membrane cellulaire. Elle 

est définie comme la différence de potentiel électrique V entre deux points donnés de l’espace, 

divisé par la distance d entre eux (équation  2.12) : 

  
 

 
                          Equation 1.12 

 Plusieurs études ont porté sur l’effet de l’intensité des CEP sur l’inactivation 

microbienne. Hulsheger et al. (1983) ont proposé une formule qui met en relation le rapport 

de survivants en microorganismes (S = N/N0) et l’intensité de CEP (E), elle est définie par 

l’équation suivante:  
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          -     -                       Equation 1.13 

Où,  

N et N0  étant respectivement le nombre de bactéries après et avant traitement,  

bE  est le coefficient de régression (cm/kV), 

E est le champ électrique appliqué,  

Ec est le champ électrique critique obtenu après extrapolation de la valeur de E à 100 % de 

survivanst.    

 Une étude portant sur l’effet des champs électriques pulsés sur la congélation des 

produits végétaux réalisée par Ben ammar (2011) a également prouvé l’importance de 

l’intensité de CEP sur la perméabilisation des cellules. 

 Selon Aguilo'-Aguayo et al., (2008) ; Giner-Seguı´ et al., (2009), l’efficacité de 

l’inactivation enzymatique par le CEP est plus élevée lorsque l’intensité du champ électrique 

et le temps de traitement augmentent.  

b- Type de pulsation 

 Un aspect important qui différencie le traitement par CEP des autres technologies est 

que celui-ci est délivré par pulsation. Il existe plusieurs types de pulsassion (Figure 1.21). 

Celles habituellement utilisées dans les traitements par CEP sont de type exponentiel ou carré 

(Jeyamkondan et al., 1999). Les pulsations varient entre les formes carrées et exponentielles 

(monopolaire, bipolaire). En ce qui concerne la polarisation par impulsion, les pulsations 

bipolaires sont plus efficaces que les pulsations monopolaires concernant l’inhibition des 

microorganismes (Elez-Martı´nez  et al., 2004, 2005, 2007). 
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Figure 1.21 : Les formes d'onde d'impulsion couramment utilisées et les circuits 

électriques génériques: (a) onde exponentielle monopolaire et  

bipolaire ; (b) onde carrée monopolaire et bipolaire (Maged et al., 

2012). 

 

 Des études comparatives portant sur l’efficacité des pulsations de type exponentiel et 

carré sur l’inactivation microbienne, ont indiqué que les deux formes agissent avec le même 

impact. Néanmoins, les pulsations d’onde carrée économisent plus d’énergie et nécessitent 

moins d’effort de refroidissement  (De Haan et Willcock, 2002 ; Kotnik et al., 2003).  

c- Durée et  fréquence de traitement  

 L’inactivation des microorganismes par le CEP est fonction du nombre de pulsations 

(Sale et Hamilton, 1967). Toutefois, l’effet de la durée et de la fréquence de traitement par 

CEP sur l’inactivation des microorganismes n’est pas encore complètement élucidé. Dans le 

cas de raisins traités par CEP, Grimi et al., (2009) indiquent que les pulsations longues (1000 

μs) favorisent la perméabilisation cellulaire. Alors que d’autres auteurs stipulent que plusieurs 

pulsations courtes sont plus efficaces (Elez-Martı´nez  et al., 2004). 

 Le temps de traitement du CEP est calculé en multipliant le nombre de pulsations par la 

durée d’impulsion. Une augmentation de l’une de ces variables augmente l’inactivation 

microbienne (Sale et Hamilton, 1967). 

 Selon El-Belghiti (2008); Grimi et al., (2009) l’augmentation du nombre de pulsations  

et, par conséquent, la hausse du temps total de traitement par CEP favorise l’extraction des 

bio molécules, du moins, jusqu'à une durée de traitement optimale au-delà de laquelle le taux 
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d’extraction se stabilise. Ainsi, les durées de traitements supérieures à celle de la durée 

optimale contribuent seulement à l’augmentation des coûts énergétiques.  

d- Température  de traitement  

 La température a un effet considérable sur l’efficacité du traitement par champ 

électrique et la perméabilisation cellulaire. Selon Lindgren et al., (2002) une augmentation de 

la température de traitement par CEP conduit à des niveaux d’inactivation microbienne plus 

élevés.  

 La température du milieu dans lequel les cellules bactériennes sont en suspension a une 

influence significative dans la détermination de la fluidité de la membrane. La bicouche 

lipidique des membranes cellulaires peut présenter différentes phases (Zbinden et al., 2013). 

 À basses températures, un état de gel bien ordonné se produit, les chaînes grasses 

latérales adoptent une conformation étendue et se pelotonnent entre elles avec un maximum 

de liaisons Van der Waals. Les phospholipides sont ainsi supposés être étroitement emballés 

dans une "structure de gel" rigide. A des températures plus élevées, les groupes acyle gras 

sont moins ordonnés et l’épaisseur de la membrane diminue d’environ 15 %. Les 

phospholipides sont moins ordonnés et la membrane présente une structure "cristalline 

liquide". Par conséquent, la transition de phase des phospholipides qui se produit avec des 

changements de température (la température de transition de phase est inférieure d’environ 

10 °C à la température de culture) peut affecter la stabilité physique de la membrane cellulaire 

(Russell, 2002).   

 Les traitements de CEP à température modérée (50 à 60 °C) ont montré un effet 

synergique sur l’inactivation des microorganismes (Rastogi, 2003). A basse température, une 

intensité de champ électrique plus élevée est nécessaire pour induire une rupture de 

membrane. L’effet de l’augmentation de l’efficacité de l’application du CEP à des 

températures élevées a été rapporté dans plusieurs études (Li et al., 2005 ; Toepfl et al. 2007). 

1.5.4.2 Facteurs physico-chimiques du milieu 

 L’influence de la composition du milieu sur l’inactivation microbienne par le CEP n'est 

pas bien connue. L’efficacité du traitement par champ électrique (CEP), sur un produit 
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liquide, dépend des propriétés physiques du produit (pH, force ionique…), y compris la 

conductivité électrique, la densité et la viscosité (Ruhlman et al., 2001). 

a-  pH et force ionique 

 Des facteurs environnementaux semblent aussi jouer un rôle important: la force 

ionique du milieu, le pH, l’activité de l’eau, la viscosité, la présence de particules solides ou 

de gouttes d’huile. En effet, une faible force ionique du milieu pourrait augmenter l’efficacité 

du traitement (Zbinden et al., 2013).  

 Certains chercheurs ont indiqué que l’effet de l’inactivation du CEP sur les enzymes 

est affecté par le pH des milieux. La pepsine est plus stable au CEP à un pH optimal de 2,0 

(Yang et al., 2004). Aguilo'-Aguayo et al., (2009) ont suggéré un effet interactif entre les 

paramètres de traitement du CEP et le pH de l’aliment sur l’inactivation des enzymes 

pectolytiques. 

b- Conductivité électrique  

 D’après Ngadi et al., (2010), la conductivité électrique (CE) d’un milieu, définie 

comme étant la capacité à conduire le courant électrique, est d’une importance capitale dans le 

traitement par CEP.  La conductivité électrique du milieu σ (S m
-1

) est mesurée par l’équation 

2.14 : 

    
 

   
 

 

 
                  Equation 1.14 

Où :  

R est la résistance du milieu (Ω), 

A est l’aire de la surface d’électrode (m
2
), 

d est l’écart entre les électrodes (m),  

ρ est la résistivité (Ω-m). 

 Selon Turk (2010), le potentiel transmembranaire induit peut être influencé par le 

rapport σe/σc (σe et σc correspondent respectivement aux conductivités du milieu extra-

cellulaire et du cytoplasme). Un tissu biologique non endommagé est habituellement un 

milieu à faible conductivité, donc σe / σc << 1. Mais, on peut supposer que la valeur σe / σc 
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augmente avec la dénaturation induite par le traitement CEP, et que σe / σc ≈ 1 dans le cas 

d’un tissu hautement dénaturé. 

 La conductivité électrique d’un fluide dépend également de la température de traitement 

elle est définie par l’équation 2.15: 

                            Equation 1.15 

 Où α et β sont des constantes qui dépendent de la composition et la concentration du 

milieu. L’augmentation de la température du produit augmente la conductivité électrique. 

 Les travaux de Amiali et al. (2006), réalisés sur des œufs liquides et des jus de fruits 

exposés à un CEP, ont montré que la CE des échantillons dépend fortement de la température. 

La connaissance des relations  entre CE- température permet de déterminer la variation de 

température (∆T) lors d’un traitement assurant ainsi un meilleur contrôle du processus de 

traitement des denrées alimentaires. 

 Dans des conditions de température constante, les aliments à haute conductivité 

électrique (faible résistivité) présentent des petits champs électriques à travers la chambre de 

traitement et sont par conséquent difficiles à traiter avec le processus CEP. Une augmentation 

de la conductivité électrique augmente la force ionique de l’aliment, ce qui entraîne une 

diminution du taux d’inactivation. Par ailleurs, une augmentation de la différence entre la 

conductivité électrique du milieu et du cytoplasme microbien affaiblit la structure de la 

membrane en raison d’une augmentation du flux de la substance ionique à travers la 

membrane (Jayaram et al., 1992). 

 Les travaux réalisés par Ruhlman et al., (2001), ont montré qu’une augmentation de la 

température conduit à une augmentation de la conductivité. Par contre, elle conduit à une 

diminution de la densité et de la viscosité. 

 Alvarez et al. (2000) ont étudié l’influence de la conductivité du milieu de traitement 

sur l’inactivation de Salmonella. senftenberg  par CEP. Les auteurs ont constaté que 

l’intensité du champ électrique obtenue dans la chambre de traitement dépendait de la 

conductivité du milieu. Pour une même intensité du champ électrique, la conductivité 

n’influence pas l’inactivation de S. senftenberg. 
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 Un phénomène particulier peut se produire, lorsque l’on soumet un aliment à un champ 

électrique pulsé : c’est le claquage diélectrique. Il résulte de la brutale modification des 

propriétés conductrices d’un matériau, sous l’effet d’un champ électrique intense et se 

matérialise sous la forme d’une étincelle. Il est, là aussi, nécessaire de contrôler ce phénomène 

(Petit et al., 2002). 

c- Composition du milieu  

 Les aliments soumis à un champ électrique ont des caractéristiques particulières qui 

doivent être prises en compte afin de développer un procédé de traitement spécifique à ces 

aliments. Beaucoup d’aliments ont une structure hétérogène, de sorte que leurs 

caractéristiques électriques varient. De ce fait leur modélisation en tant que composant 

électrique peut présenter des difficultés. La conception des installations à champs électriques 

pulsés doit prendre en compte ces caractéristiques électriques, selon l’usage pour lequel elles 

sont destinées.  

 Ainsi, l’augmentation de la concentration en protéines et lipides permet une plus grande 

résistance microbienne. A titre d’exemple, les protéines contenues dans le lait absorberaient 

les radicaux libres ainsi que les ions nécessaires à la destruction des cellules. Les lipides 

contenus dans du lait pourraient quant à eux modifier la conductivité du milieu, et protégeant  

ainsi les microorganismes des CEP (Barsotti et Cheftel, 1999). 

 L’influence de la composition du milieu sur l’efficacité de l’inactivation des enzymes 

par CEP n'est pas encore claire. Certains auteurs ont indiqué que la teneur en matières grasses 

du milieu affecte l’inactivation des enzymes par le CEP (Bendicho et al., 2003). Aguilo'-

Aguayo et al., (2009) ont rapporté qu'une augmentation de la concentration en solides 

solubles des aliments a conduit à des niveaux plus élevés d’inactivation des enzymes 

pectolytiques traitées au CEP. Selon Barsotti et al., (1998), la résistivité des aliments est très 

variable et s’étend de 0,4 Ω.m-
1
, pour les aliments à forte teneur en sels et en eau, à plus de 

100 Ω.m-
1
, pour les matières grasses et les huiles. 
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1.5.4.3 Facteurs biologiques 

a- Type et taille de la cellule  

 Grahl et Märkl (1996) ont constaté que la valeur critique du champ électrique (Er) 

permettant la rupture des membranes est fonction de la taille des cellules. Ils ont attribué ce 

phénomène au potentiel transmembranaire de la cellule, qui est proportionnel à la taille de la 

cellule. Précédemment, Hülsheger et al. (1983) avaient remarqué que le champ électrique 

critique pour les bactéries Gram négatives était plus faible que celui des bactéries Gram 

positives, ce qui peut s'expliquer par la plus faible résistance des premiers.  

 La valeur du potentiel transmembranaire V(t) est proportionnelle au rayon r de la cellule 

voir (Equation 1.4). La plus forte baisse du potentiel se produit aux pôles de la cellule, et 

diminue à 0 pour θ = ± π/2. Ainsi, les grandes cellules (cellules végétales) sont endommagées 

avant les petites cellules (cellules microbiennes) et l’endommagement est maximal au niveau 

des pôles cellulaires (Turk, 2010). L’intensité du champ électrique concentré à la membrane 

(Em) est fonction de la largeur de la membrane hm et du rayon Rc d’une cellule (voir 

ultérieurement l’équation 2.5). 

 En plus de la taille des cellules, la géométrie cellulaire revet une grande importance en 

permettant d’appliquer une intensité de traitement efficace afin d’induire un potentiel 

transmembranaire suffisant pour une électroperméabilisation (Jaeger et al., 2008).  

 L’orientation des cellules par rapport aux lignes des champs électriques est également 

un paramètre à prendre en compte lors du traitement des tissus par CEP. En effet pour que le 

traitement des produits végétaux soit efficace (toutes les cellules perméabilisées) il est 

indispensable de définir les paramètres du traitement en considérant que toutes les cellules 

sont traitées dans le sens perpendiculaire aux lignes des champs et ainsi augmenter l’intensité 

du traitement ou sa durée (Ben ammar, 2011). Selon le même auteur, les résultats obtenus par 

l’effet du CEP sur des fruits et légumes différents (pomme de terre, oignon, épinard, haricot 

vert, pomme, orange… etc.) révèlent une sensibilité variable d’un produit à un autre. Cette 

différence entre les produits peut être expliquée par la nature du tissu, sa composition ainsi 

que la structure de l’échantillon traité. 
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 Concernant les facteurs traitant de la résistance des microorganismes envers le 

traitement par CEP, les spores bactériennes sont généralement les structures les plus 

résistantes (Amilai et al., 2005). 

b- Concentration et stade de croissance  

  L’efficacité des CEP dépend de l’état physiologique des cellules, de leur phase de 

croissance et de leur concentration. En effet, les cellules en phase de croissance semblent être 

les formes les plus sensibles aux CEP (Elez-Martı´nez  et al., 2012). Egalement, l’inactivation 

d’E. coli dans un aliment par le CEP (E=70 kV/cm, 16 pulsations d’une durée de 2 µs) n’est 

pas efficace lorsque sa concentration varie de 10
3
 à 10

8 
 UFC/mL (Zhang et al., 1995).  

 Les propriétés de la  cellule et de la membrane plasmique varient en fonction des 

différents stades de croissance des microorganismes. Pendant la phase exponentielle de 

croissance les cellules sont plus sensibles que pendant la phase stationnaire et de déclin 

(Pothakamury et al., 1996). La phase de croissance est caractérisée par un nombre élevé de 

cellules en état de prolifération. La superficie entre la cellule-mère et la cellule-fille est 

tellement négligeable que la membrane cellulaire devient sensible et par conséquent, plus 

susceptible au traitement par CEP. Ainsi, durant cette phase de croissance, la membrane 

cellulaire devient plus tendre et acquière une grande sensibilité au CEP.   

 Alvarez et al. (2000) ont étudié l’influence de l’âge cellulaire sur la résistance au CEP 

en traitant Salmonella senftenberg à différents stades de croissance avec 200 pulsations de 2 

μs chacune et une intensité de champ électrique de 19 kV cm
-1

. Ils ont constaté qu’entre la 

phase stationnaire et le début de la phase exponentielle de croissance, les cellules étaient plus 

résistantes au CEP que les cellules en phase exponentielle de croissance. 

1.5.5 Consommation énergétique et rentabilité du CEP  

 Pour évaluer les avantages et les inconvénients des différentes technologies, les 

paramètres de consommation énergétique sont essentiels à déterminer. L’apport d’énergie 

électrique et l’intensité du champ doivent être choisis en fonction des différentes applications 

et les organismes ciblés. De plus, l’efficacité des différentes techniques doit être 

soigneusement étudiée au regard des risques liés à l’utilisation du champ électrique pulsé.  
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 Selon Jeager et al., (2008), le niveau désiré de perméabilisation cellulaire peut aller de 

quelques pour cent de cellules perméabilisées de manière réversible (pour l’induction de la 

réponse au stress) à plus de 90 % pour l’amélioration du transfert de masse dans le tissu 

végétal et jusqu'à 8 cycles log- d’inactivation pour une décontamination microbienne sûre. 

L’intensité du champ influence de prime abord les coûts d’investissement car elle dépend 

principalement de l’équipement d’alimentation haute tension. La typologie et les composantes 

du modulateur d’impulsions, le fournisseur ainsi que les paramètres de traitement et de 

produit conduisent à un large éventail de coûts d’investissement obtenus. Les besoins en 

énergie pour la désintégration cellulaire peuvent être estimés entre 1 et 3 kWh/t et pour la 

conservation des aliments liquides dans la plage de 30 à 50 kWh/t. 

 L’apport d’énergie détermine principalement les coûts d’exploitation car elle nécessite 

une certaine consommation d’énergie électrique. Selon  Barbosa-Canovas et al., (1999); 

Vorobiev et Lebovka, (2008) la faible consommation énergétique des traitements électriques 

augmente leur attractivité en agroalimentaire pour améliorer les procédés de séchage, de 

pressage, d’extraction et de déshydratation osmotique. Selon la source du conseil national de 

l’alimentation (CNA, 2009), la rapidité de traitement couplée à une faible consommation 

énergétique (estimée à 10 % de celle d’un procédé thermique équivalent) représente un atout 

majeur. 

 Le tableau 1.6, montre les principaux appareils de CEP destinés aux traitements des 

aliments ainsi que leurs caractéristiques et leurs coûts approximatifs. 
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Tableau 1.6 : Appareils de CEP pour le traitement d’aliments, recensement réalisé par 

(Barsotti et al., 1998). 

 

 Selon Toepfl et al. (2007), l’investissement requis pour l’installation d’un générateur 

de pulsations de 30 kW basé sur une typologie à l’état solide fournissant des pulsations 

bipolaires rectangulaires avec une tension de crête allant jusqu'à 30 kV et des fréquences de 

répétition jusqu'à 1000 Hz est actuellement estimé à 125 000 euros. Dans ce cas, la capacité 

de traitement peut aller jusqu'à 10 t/h pour la désintégration cellulaire ou 1 t/h pour la 

décontamination des milieux liquides. 
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 Une étude réalisée par Turk (2010), portant sur l’introduction des champs électriques 

pulsés à l’échelle industrielle pour la transformation de la pomme en jus a montré que la 

consommation énergétique du traitement électrique (mesurée sur le secteur = 3,5 Wh/kg 

râpure) est inférieure à l’économie d’énergie réalisée lors du séchage du marc (12,1 Wh/kg 

râpure), prouvant que l’investissement dans un pilote de CEP à l’échelle industrielle est 

rentable. Selon l’auteur, le délai de récupération de son investissement est inférieur à deux ans 

et qu’un investissement qui mérite d’être entrepris correspond à  un projet dont le seuil de 

rentabilité est atteint en moins de trois ans. 

 Pour conclure, l’application du CEP dans la transformation des aliments constitue un 

bon potentiel en raison de sa faible consommation d’énergie pour remplacer les différentes 

techniques classiques de désintégration cellulaire.  

1.6 Applications du champ électrique sur les microalgues 

 Actuellement l’humanité, en constante augmentation, a de plus en plus besoin 

d’énergie, d’aliments et de médicaments, ce qui entraîne une forte demande de combustibles 

fossiles, de produits chimiques anthropiques, de terres et de stocks d’animaux. Tous ces 

facteurs contribuent à une augmentation rapide de la pollution couplée à une diminution de la 

faune et la flore. Pour tenter de résoudre ce double problème, la dernière décennie a 

sensibilisé les gouvernements en attirant leur attention sur la rareté des ressources en eau et 

plus particulièrement sur l’intérêt des microalgues (Richmond, 2004). 

 Durant de nombreux siècles, les microalgues ont représenté une importante source de 

nourriture (voir partie spiruline). Durant ces dernières décennies, le recours à l’utilisation des 

microalgues se justifiait par un potentiel beaucoup plus élevé dans le domaine de la 

biotechnologie. Depuis lors, l’industrie des microalgues s'est multipliée dans différentes 

applications à savoir l’alimentation, l’aquaculture, le cosmétique, le bio fuel et bien d’autres. 

 L’application du CEP comme procédé de stérilisation des denrées alimentaires et 

d’extraction du contenu interne des cellules végétales a été largement étudiée et n'est plus 

considérée comme une technique nouvelle. En effet il a été prouvé que le traitement par CEP 

est efficace pour la destruction des microorganismes pathogènes provoquant l’altération des 

différents aliments liquides mais intervenant dans l’amélioration de l’extraction du contenu 

intracellulaire. Aujourd’hui, ces applications ont quitté le laboratoire et sont passées à 

l’échelle industrielle (Singh et Kumar, 2011).  
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 En revanche, ces dernières années, son utilisation sur les microalgues et pour divers 

objectifs a fait l’objet de plusieurs études.  C’est ce thème qui sera traité dans la partie 

suivante. 

1.6.1 Extraction des composés cellulaires  

 L’électroextraction constitue une approche prometteuse pour la biotechnologie, y 

compris les technologies utilisant des microalgues. Ces microorganismes photosynthétiques 

sont très intéressants pour la production de composés de grande valeur. 

1.6.1.1 Extraction des pigments  

 Qin et al. (2014) ont étudié l’inactivation de Spirulina en utilisant la technique du 

CEP. Les résultats indiquent que la Spiruline peut être lysée à des intensités de champ de 

33,3 kV/cm et des pulsations de 100 à 500. L’augmentation de l’intensité de champ jusqu’à 

66,7 kV/cm diminuera le nombre de pulsations à 50. Ainsi, le nombre de pulsations est 

inversement proportionnel à la force du champ électrique. Spirulina possède une grande taille 

(≈ de 0,5 mm) comparée à celle de  Chlorella vulgaris, Nannochloropsis sp. et Isocrysis sp.  

 Les travaux de Luengo et al. (2014) portant sur l’extraction des pigments à partir de 

Chlorella vulgaris ont montré que le traitement par CEP de 10 kV/cm avec 50 pulsations 

d’une durée de 3 μs a causé un état d’électroporation réversible chez C. vulgaris. Par contre, 

en augmentant l’intensité du champ de 20 à 25 kV/cm et en réduisant le nombre de pulsations 

à 5, pour la même durée, provoquait un état d’électroporation irréversible. La distance entre 

les électrodes utilisée dans leur travail était de 2,5 mm. 

D’autres travaux réalisés par Luengo et al. (2015) ont montré que la température de 

traitement a un effet positif sur l’extraction des lutéines assistée par champ électrique pulsé à  

partir de C. vulgaris. Ainsi, un traitement par CEP à une température de 10 °C, une intensité 

de 25 kV/cm et une durée de 100 µs a permis une électroporation totale des cellules de C. 

vulgaris. En conservant la même intensité mais en augmentant la température de traitement 

(passant de 10 à 40 °C) la teneur des lutéines est passée de 400 à 700 μg/g de MS.   

1.6.1.2 Extraction des nutriments 

 Selon Coustets et al., (2014), les méthodes classiques utilisées pour des traitements à 

grande échelle tels que des extractions mécaniques ou chimiques, affectent l’intégrité de la 

protéine cytosolique entraînant la libération des protéases contenues dans les vacuoles. Des 
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travaux antérieurs à celui-ci, sur les processus d’écoulement électroextraction entrepris sur les 

levures, ont prouvé que la technologie du champ électrique pulsé permet de préserver 

l’intégrité des protéines cytosoliques libérées, en n'altérant pas les membranes des vacuoles. 

Sur la base de ces connaissances, les chercheurs ont développé un nouveau protocole afin 

d’extraire par le CEP, les protéines cytoplasmiques totales des microalgues (Nannochloropsis 

salina, Chlorella vulgaris et Haematococcus pluvialis).  

 Grimi et al., (2014) ont étudié l’extraction sélective des composés intracellulaires d’une 

microalgue Nannochloropsis sp., en utilisant différentes méthodes de désintégration des 

cellules (incluant le CEP). Ils ont trouvé qu’un traitement à 20 kV/cm d’intensité et d’une 

durée de 1 – 4 µs, constituait un moyen efficace pour l’extraction des molécules de faible 

poids moléculaire et les protéines hydrosolubles, mais ne permettait pas d’extraire les 

pigments tels que les chlorophylles et les caroténoïdes. 

 Une étude réalisée par Parniakov et al., (2015 b) a montré l’efficacité du traitement par 

CEP pour l’extraction des composés intracellulaires à savoir les pigments, les protéines, les 

carbohydrates et les composés  phénoliques à partir de Nannochloropsis. Ils ont également 

étudié l’effet du pH sur l’efficacité d’un traitement par CEP. Les chercheurs ont prouvé qu’un 

meilleur rendement de cette application du CEP s’obtenait dans un milieu à pH = 8,5. Bien 

plus, en  milieu basique (pH = 11). Il s’agit d’une extraction sélective des différents 

composants intracellulaires.  

1.6.2 Contrôle des contaminants dans les cultures des microalgues 

 Rares sont les informations concernant l’utilisation des champs électriques pulsés dans 

le contrôle des contaminants des cultures de microalgues. Néanmoins, le CEP semble 

approprié pour être mis en œuvre à l’échelle industrielle sachant que ce procédé agit 

sélectivement sur divers organismes en fonction de leur taille et de leurs propriétés 

membranaires. Les travaux de Rego et al., (2015) ont montré que le CEP peut être utilisé de 

manière sélective pour influencer les contaminants et non pas les microalgues dans la 

production.  Une culture dans un bio-réacteur industriel de microalgues contaminée a été 

traitée par CEP pendant 6 heures avec une moyenne de 900 V/cm et une durée de 65 μs avec 

une fréquence de 50 Hz. Les résultats montrent une réduction de la population active de 

protozoaires de 87 % après 6 heures de traitement et 100 % après quelques jours de régime de 

culture normal. Parallèlement, le taux de croissance des microalgues n'a pas été affecté. 
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1.6.3 Augmentation de la croissance des algues par champ électrique pulsé ultracourt  

 En raison de leur capacité à accumuler des quantités considérables de triglycérides, les 

microalgues sont considérées comme la biomasse la plus prometteuse pour la production de 

bio fuel. 

 Une étude a été réalisée par  Gusbeth et al., (2013) sur l’application d’un traitement par 

CEP sur deux types de microalgues (Chlamydomonas rheinhardtii et Chlorella vulgaris), 

dans le but de stimuler leur croissance et d’augmenter les rendements de culture afin de 

réduire les coûts de production de biomasse. Les résultats ont montré que dans le cas de C. 

vulgaris, le traitement par CEP de 30 minutes avec une dose non létale (40 kV/cm et une 

durée de 25 nano-second) pendant la phase exponentielle de croissance a conduit à une 

augmentation du rendement en biomasse de 10 à 20 %. Cette augmentation était significative 

vers la fin de la culture après 5 jours. 

 D’autre part, Qin et al. (2014) ont réalisé une étude cette fois-ci dans le but de confirmer 

l’efficacité du traitement par CEP et d’évaluer les dommages structurels potentiels causés à la 

microalgue Spirulina. Les résultats ont montré que la croissance de la microalgue peut être 

arrêtée après une application d’un traitement de 100 et 500 pulsations d’une durée d’une 1µs à 

33,3 kV/cm ou 50 pulsations à 66,7 kV/cm. 

1.6.4 Production de biocarburants à partir des microalgues 

 L’extraction des lipides à partir de microalgues par le CEP a suscité une attention 

particulière au cours de ces dernières années. Plusieurs travaux ont porté sur l’application de 

la technologie des champs électriques pulsés comme méthode potentielle pour extraire les 

lipides des microalgues (Lee et al., 2012; Zbinden et al., 2013 ; Eing et al., 2013; Lai et al 

2014 ; Flisar et al., 2014 ; Daghrir et al., 2014 ; Joannes et al., 2015). De nombreuses espèces 

de microalgues telles que Chlorella vulgaris, Nannochloropis sp., Auxenochlorella 

protothecodies, Ankistrodesmus falcatus, Isocrysis sp. et Synechocystis PCC 6803 ont été 

utilisées dans les différentes études.  

 Le traitement par CEP associé à une extraction classique, tel qu'une extraction par 

solvant, est important pour améliorer l’efficacité de l’extraction des lipides et d’autres 

composants intracellulaires précieux à partir des microalgues. 
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 Le tableau (1.7), montre les avantages et les limites de l’utilisation du CEP comme 

méthode d’extraction des lipides à partir des microalgues. 

Tableau 1.7 : Avantages et limites de l’extraction des lipides  des microalgues par CEP 

(Joannes et al., 2015). 

Avantages Limites 

 CEP seul moyen d’extraction: 

1. Ne nécessite ni une déshydratation ni séchage du 

produit traité, réduisent ainsi le coût. 

2. Aucun ajout de produits chimiques, par conséquent, 

réduction de coût opérationnel. 

3. Aucun chauffage (équipement non thermique), 

donc, utiliser moins d’énergie. 

4. Convient pour traiter les microalgues humides ou 

sèches. 

5. N'affecte pas la qualité du produit. 

6. Moins de temps (temps de traitement de l’ordre de 

microseconde ou  seconde). 

7. Grande évolutivité.  

 CEP comme prétraitement: 

1. Grande combinaison avec le solvant d’extraction et 

augmentent l’efficacité  

d’éxtraction des lipides. 

2. Avec le traitement par CEP, la quantité du solvant 

peut être réduite. 

1. La rupture diélectrique peut être affectée par 

l’existence de bulles d’air dans la chambre de 

traitement, ce qui rend le traitement par CEP moins 

uniforme. 

2. la destruction des membranes cellulaires peut être 

réversible ou irréversible pendant le mécanisme 

d’électroporation en fonction de l’intensité du champ 

électrique appliquée. 

3. L’efficacité du CEP dépend de l’intensité du champ 

électrique et de l’écart entre électrodes. Pour une 

production à grande échelle, le débit de production 

dépend du diamètre du tuyau, donc une intensité de 

champ plus élevée est nécessaire pour maintenir la 

même quantité de distribution. 
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2.1 Résumé  

L’algue bleue vert Arthrospira platensis communément appelée spiruline est 

largement connue dans le domaine nutritionnel et thérapeutique et ce en raison de sa richesse 

en éléments nutritifs (principalement les protéines) ainsi qu’une large gamme de composés 

bioactifs à propriétés fonctionnelles (oméga 6, phycobiliprotéines). Dans le but d’identifier et 

de caractériser de nouvelles souches plus riches en nutriments et composés bioactifs, une 

analyse comparée de la composition biochimique de différentes souches provenant de trois 

pays (Algérie, Tchad et États-Unis d’Amérique) a été réalisée. Les résultats obtenus font 

ressortir une différence notable de leur composition. La spiruline HSP (USA) présente les 

teneurs les plus élevées en lipides, protéines, phycocyanine et chlorophylles a comparé aux 

autres souches. La souche Algérienne (HTam) est très riche en caroténoïdes (5,50 mg/g). Pour 

toutes les souches, le principal acide gras présent est l’acide palmitique pouvant atteindre une 

concentration de 71,15 % chez la spiruline du Tchad. Toutes les souches de Spirulina testées 

contiennent de grandes quantités d’acides gras ω-6 (24% en moyenne), exception chez la 

spiruline du Tchad, qui n'en présente que 10,59 %. Toutes les souches de Spirulina étudiées 

sont riches en polyphénols avec une valeur plus élevée (67,52 mg GAE/g) observée dans la 

souche algérienne HTam. Les souches HSP des États-Unis et HTam de l’Algérie, cultivées en 

milieu contrôlé, ont plus de potentiel à être utilisées dans les aliments fonctionnels et dans le 

nutraceutiques, car très riches en composés bioactifs. 

Mots clés : Arthrospira platensis (Spirulina), composition biochimique, composés 

phytochimiques,  phycobiliprotéines. 
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2.2 Introduction 

Arthrospira platensis (nom commercial 'Spirulina'), appartenant au phylum des 

Cyanobactéries est une microalgue filamenteuse et multicellulaire de couleur bleu-vert. Grâce 

à sa particularité phototrophique, elle convertit la lumière du soleil, l’eau et le dioxyde de 

carbone en biomasse algale riche en éléments nutritifs. C'est une source importante de 

nutriments tels que les protéines, les minéraux, les hydrates de carbone et de nombreux 

phytopigments qui peuvent être utilisés comme compléments alimentaires. En raison de sa 

richesse en éléments nutritifs principalement les protéines, elle est largement utilisée dans le 

domaine nutritionnel comme complément alimentaire pour lutter contre la malnutrition du 

jeune enfant, des personnes âgées ou malades. Elle présente, en outre, une forte digestibilité 

en raison de l’absence de paroi cellulosique, ce qui facilite son utilisation pour la 

consommation des humains (Fox, 1999 ; Richmond, 2004 et Habib et al. 2008). Les espèces 

les plus importantes utilisées pour la consommation des humains sont Spirulina maxima et 

Arthrospira platensis (Spirulina) (Vonshak, 2002 ; Abu Affan et al., 2015).  

La spiruline croit naturellement dans les eaux alcalines des lacs volcaniques et des 

eaux saumâtres et chaudes. Cependant, d’après plusieurs auteurs (Richmond, 2004 ; Kumar et 

al., 2011 et  Vo et al., 2015), cette algue pourrait également être cultivée pour une production 

massive de biomasse, dans des conditions contrôlées, à savoir : la salinité (≈30 g/L), le pH 

(entre 8,5 à 11,0), l’éclairage (≥ 2500 Lux) et la température (35 à 39 °C).  

La production actuelle de Spirulina dans le monde est estimée à 3000 tonnes, dont plus 

de 70 % est commercialisée comme aliments naturels pour la consommation humaine (Vo et 

al., 2015). Elle est principalement consommée sous forme de comprimés, capsules et poudre 

ou ajoutée comme suppléments nutritionnels ou alors comme colorants naturels pour divers  

types d’aliments tels que les pâtes, les gâteaux et les boissons (Priyadarshani et Rath, 2012). 

Cette microalgue est très prisée pour sa teneur élevée en protéines (60-70 %), en 

vitamines telles que la vitamine B12 (8 ppm) et la provitamine A (0,2 %), en minéraux tels que 

le fer (0,1 %), et en acides gras polyinsaturés en particulier les ω-6- (jusqu'à 29,4 à 31,5 % des 

acides gras totaux) (Vonshak, 2002; Mühling et al., 2005 ; Sguera, 2008 et Koru, 2012). En 

plus de sa richesse en nutriments, elle est également une source de phytopigments, comme les 

chlorophylles, les caroténoïdes et les phycobiliprotéines qui interviennent dans la 
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photosynthèse. Les phycobiliprotéines sont constituées de trois sous-unités: allophycocyanine 

(APC), phycocyanine (C-PC) et phycoérythrine (PE), localisés à la surface des thylakoïdes  et 

assemblées de façon superposée dans une même unité appelée phycobilisomes. La spiruline 

est une source  considérable de phycocyanine et l’allophycocyanine avec un rapport de 10 :1 

(Campanella et al., 2000). La C-PC est un pigment important car il représente environ la 

moitié du poids des phycobiliprotéines et représente jusqu'à 20 % du poids sec de la spiruline 

(Boussiba et Richmond, 1979 ; Brejc et al., 1995; Rodríguez-Sánchez et al., 2012). 

Ces phytopigments jouent un rôle important dans le métabolisme photosynthétique de 

la spiruline et dans la santé humaine. Sur l’homme, ils ont des effets antioxydants, et sont 

également utilisés comme agents thérapeutiques dans les maladies induites par le stress 

oxydatifs. Ils sont dotés de propriétés anti-obésité, anti-inflammatoire, anti-cancérigène et 

neuroprotectrice…etc.) (Eriksen, 2008 ; Penton-Rol et al., 2011 et Cuellar-Bermudez et al., 

2015). Ces effets ont été attribués à la présence de composants tels que les phycobiliprotéines, 

les composés phénoliques, la bêta-carotène et les acides gras polyinsaturés (AGPI) (Dartsh, 

2008; Ou et al., 2010; Ou et al., 2013 et Vo et al., 2015). 

Mühling et al. (2005) ont signalé une différence significative dans la composition des 

acides gras, en particulier dans la fraction des AGPI, parmi les souches de Spirulina. Cette 

différence dans la composition des acides gras est due aux différences des conditions de 

culture qui influent sur la teneur en acides gras des souches de spiruline. De plus, de 

nombreux auteurs considèrent que cette microalgue est l’une des meilleures sources 

alimentaires pour les acides gras ω-6 (Vo et al., 2015). La spiruline constitue également une 

source importante d’éléments minéraux. Selon Falquet et Hurni (2006), la teneur en fer est 

très élevée, soit 10 fois plus que le fer contenu dans les céréales complètes pourtant classées 

parmi les meilleures sources de fer. Des études ont montré que le fer de la spiruline est mieux 

absorbé que celui de la viande (Puyfouloux, 2001). 

Actuellement, de nombreuses souches d’Arthrospira platensis ont été identifiées. Elles 

se présentent sous différentes formes (spiralées, droites ou ondulées) selon leur origine et les 

différentes conditions de culture (Tomaselli, 1997). Cependant, seules quelques-unes de ces 

souches sont commercialement exploitables, compte tenu de leurs productivités et de leurs 

qualités. De plus, les données disponibles sur la composition nutritive et les composés 

bioactifs de la spiruline sont très variées et leurs valeurs dépendent des conditions de 
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croissance, de récolte et de séchage de la microalgue. Pour ces diverses raisons, les 

connaissances sur la composition phytochimique et biochimique de la spiruline sont 

importantes afin de permettre leur utilisation en tant que compléments alimentaires.  

De ce fait, cette étude est entreprise dans le but de caractériser et de comparer, du point 

de vue composition biochimique et phytochimique, diverses souches d’A. platensis en 

provenance d’Algérie, des États-Unis et du Tchad. De plus elle permettra de contrôler et de 

maîtriser les conditions de culture afin de sélectionner la souche riche en composés bioactifs 

qui sera utilisée dans les travaux ultérieurs.  

2.3  Matériel et méthodes  

2.3.1 Matériel biologique 

L’étude a été réalisée sur 5 souches d’Arthrospira platensis originaires de trois pays 

différents. Trois d’entre elles nous ont été fournies sous forme sèche (spiruline 1, 2, 3) et les 

deux autres sous forme fraîche (spiruline 4 et 5). Ces dernières ont été cultivées, récoltées 

puis séchées  au sein du laboratoire de technologie alimentaire et nutrition humaine. La 

morphologie des spirulines fraîches (4 et 5), a été observée avec des grossissements de 10 et 

40 à l’aide d’un microscope optique (Optech Linear Biostar B4, München, Allemagne). Le 

tableau (2.1) présente les caractéristiques de toutes les souches de Spiruline étudiées. 

L’aspect des spirulines sèches et leurs couleurs sont représentés dans la figure (2.1) 
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Tableau 2.1 : Caractéristiques des souches étudiées. 

Désignation Nom Origine– milieu de culture  Souche Forme 

Spirulina1 

(Sèche) 

Hawaiian Spirulina 

Pacifica (HSP) 

Cyanothec Corporation Hawaii, 

USA– Pacific océan 

Lonar Spiralée 

Spirulina2 

(sèche) 

Hiri-Tamenrasset 

(HTAM) 

Tamanrasset, Algerie– milieu Hiri  Paracas Ondulée 

Spirulina3 

(sèche) 

Dihé Tchad – lac Tchad milieu naturel Lonar Spiralée 

Spirulina4 

(Fraîche) 

M2 Université des Sciences et 

Technologies (Ouargla, Algérie) – 

milieu Zarrouk (cultivée au 

laboratoire) 

M2 Droite 

Spirulina5 

(Fraîche) 

Hiri-Tamenrasset 

(HTAM) 

Tamanrasset, Algérie – milieu 

Zarrouk (cultivée au laboratoire) 

Paracas Ondulée 

 

 

 

Figure 2.1 : Aspect et couleur des la poudre des différentes souches étudiées. 
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2.3.2 Conditions et contrôle de la culture  

Les spirulines étudiées ont été cultivées dans différents milieux. Les spirulines (1, 2, 3) 

ont été cultivées dans des milieux naturel et synthétique (eau de mer, milieu Hiri et lac Tchad) 

respectivement. Pour les souches fournies sous forme fraîche (spiruline 4 et 5), la culture a été 

réalisée au sein de dans notre laboratoire dans le milieu Zarrouk (Zarrouk, 1966) (voir en 

annexe I composition du milieu Zarrouk et Hiri).  

Les souches 4 et 5 ont été inoculées séparément dans des Erlenmeyers de 500 mL 

contenant le milieu de culture synthétique Zarrouk. Ce dernier a été préalablement stérilisé à 

l’autoclave à 120 °C pendant 20 minutes. Les cultures ont été contrôlées sous les conditions 

suivantes :  

 Une température de (30 ± 2,0 °C)  

 Un pH entre 9 et 10. Mesuré à l’aide d’un pH mètre (WTW, 315i/SET, 

Allemagne), il permet la vérification de la stabilité de la culture et doit être supérieur à 

8,5. 

 Une salinité d’environ 16±2 g/L. La salinité a été mesurée par un 

conductimètre électrique (WTW, 197i, Allemagne). La salinité est un facteur limitant 

dans la culture de la spiruline. Au-delà de 30 g/litre la croissance s’arrête.  

 Un flux lumineux d’une intensité de 2500 Lux (35 μmol m
-2

 s
-1

) assuré par 

des tubes fluorescents. L’intervalle entre l’éclairage et l’obscurité est de 12 heures. Le 

flux lumineux a été déterminé grâce à un luxmètre portable (marque KIMO, modèle 

LX 200, Canada), avec une précision de lecture allant de 0,1 à 200 000 Lux. 

 Une agitation à l’aide d’une pompe à air d’un débit de 25 mL/min, assurant 

une exposition uniforme des cellules à la lumière, pour une croissance optimale et une 

meilleure valeur nutritive. 

L’identification de la pureté de la culture et la mesure de la densité des cellules ont été 

déterminées à l’aide d’un microscope optique (Optech Linear Biostar B4, München, 

Allemagne) en utilisant la cellule de Nageotte. Après trois semaines de culture, les cellules 

d’algues ont été récoltées par filtration sur toile sérigraphie, lavées avec de l’eau distillée et 

finalement séchées pendant 3 jours à l’ombre et à température ambiante (~ 20 °C).  
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Tous les produits chimiques utilisés pour la préparation du milieu de culture et pour les 

analyses physico-chimiques et phytochimiques sont de qualité analytique obtenue auprès de 

Biochem Chemopharma (France). 

La croissance a été déterminée par la méthode du poids sec selon Madkour et al. 

(2012). Dix millilitres d’échantillons d’algues ont été filtrés à travers une membrane de filtre 

Wathman (Ø 47 mm et une taille des pores de 0,45 μm) séchés (2 heures à 100 °C) et 

prépesés. Ils sont ensuite lavés deux fois avec de l’eau distillée, séchés pendant 4 heures à 

80 °C, refroidis dans le dessiccateur avant de les peser à nouveau. La différence entre les deux 

pesées permet de calculer le poids sec. 

2.3.3 Analyses biochimiques et physico-chimiques  

2.3.3.1 Détermination du taux d’humidité 

La teneur en eau a été déterminée en utilisant 2 g d’échantillon de poudre d’algues qui 

sont séchés à 105 °C dans une étuve et ce, jusqu'à obtention d’un poids constant. La 

différence entre les deux pesées avant et après séchage permet de calculer la teneur en eau. 

2.3.3.2 Détermination de la teneur en fibres  

La teneur en fibres alimentaires a été déterminée à l’aide de la méthode décrite par 

Van Soest (1963), (Annexe 2).  

2.3.3.3 Détermination  du taux de cendres  

Les cendres totales ont été déterminées en incinérant 5 g d’échantillon à 550 °C 

pendant 3 heures en utilisant un four à moufle (Linn Electro Therm, modèle, Allemagne). 

Cette méthode consiste à mesurer le poids des échantillons avant et après l’incinération. 

2.3.3.4 Détermination du taux de glucides  

La teneur totale en glucides a été déterminée selon la méthodologie décrite par Dubois 

et al. (1956). Le principe consiste à réaliser une hydrolyse acide avec de l’acide sulfurique 

concentré puis à provoquer une réaction colorimétrique en utilisant le phénol. En présence de 

ces deux réactifs, les oses donnent une couleur jaune-orange dont l’intensité est 

proportionnelle à la concentration des glucides, la densité optique est déterminée entre 450 à 
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550 nm. La teneur en sucres est mesurée en utilisant une courbe d’étalonnage établie avec le 

glucose comme standard (Annexe 3). 

2.3.3.5 Détermination du taux de protéines 

La concentration totale en protéines a été déterminée à l’aide de la méthode Kjeldahl 

(1883) selon la norme française NFV 03 050:1970 (Anonyme, 1970). Le principe consiste en 

la transformation de l’azote organique contenu dans l’échantillon en azote minéral ainsi que le 

titrage de l’ammoniaque par un dosage acido-basique.  

Par convention, la teneur en protéines de l’échantillon est alors obtenue en multipliant 

la teneur en azote total par un facteur de conversion empirique. Ce coefficient prend en 

compte la masse molaire moyenne des acides aminés composant les protéines à quantifier. Il 

est fixé à 6,25 dans notre cas.  

Noté P, la teneur en protéines est exprimée en pourcentage et est égale à : 

           
                

      
       Equation 2.1 

14,007 g/mol est la masse molaire de l’azote 

N est la normalité de la solution d’acide chlorhydrique (0,1 N) 

V0 : est le volume utilisé de la solution d’acide chlorhydrique sur un échantillon blanc (en 

mL) 

V1 : est le volume utilisé de la solution d’acide chlorhydrique (en mL) 

M. : est la masse de l’échantillon (1 g)  

MS : est la teneur en matière sèche (%) de l’échantillon. 

2.3.3.6 Détermination de la teneur en matière grasse  

Les lipides ont été extraits selon la méthode modifiée de Xu et al. (1998), en utilisant 

un mélange de solvant de chloroforme:méthanol (2:1, v/v). Après avoir réchauffé 

l’échantillon dans un appareil Soxhlet, le solvant est ensuite évaporé sous pression à l’aide 

d’un évaporateur à vide rotatif (Rotavapor, Heidolph G1, Allemagne). Après 5 heures 

d’extraction, la procédure est répétée trois fois jusqu'à ce que la totalité des lipides soit 

extraite. Ensuite les résidus ont été séchés et pondérés. Les résultats sont exprimés comme 

suit : 
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             –                   Equation 2.2 

Lt : est la teneur en lipides totaux 

M0 : masse en gramme du ballon vide. 

P : la prise d’essai avant dessiccation 

M1 : masse en gramme du ballon avec l’échantillon après évaporation 

2.3.3.7 Détermination du profil en acides gras  

Le profil en acides gras des échantillons d’algues a été déterminé en utilisant la 

chromatographie en phase gazeuse (GC, Chrompack CP 9002, Pays-Bas) selon la 

méthodologie décrite par Tokus¸Oglu et Ünal (2003). Les acides gras ne sont pas analysés à 

l’état libre mais sont préalablement transformés en esters méthyliques d’acides gras 

correspondants (FAME) par méthylation selon la méthode de Wolf, (1968). Le procédé de la 

méthylation consiste à mettre 0,2 g de matière grasse extraite précédemment dans des tubes à 

sceller, ajouter 0,5 mL de méthanol à 0,5 % d’acide sulfurique, sceller les tubes puis les porter 

à 140C°dans un bain à sec pendant 2 heures. 

Le principe de la CPG consiste à entraîner à haute température les esters méthyliques 

des acides gras à travers une colonne contenant un liquide inerte, de telle sorte que selon le 

partage entre le gaz entraîneur et le liquide, les divers esters sortent de la colonne à des 

moments différents. Une solution standard contenant un mélange d’acide gras connu a été 

utilisée pour identifier les acides gras de nos échantillons en comparant leurs temps de 

rétention. Les conditions opératoires sont détaillées dans l’annexe 4. 

2.3.3.8 Dosage des éléments minéraux et des métaux lourds  

Ce dosage a été réalisé selon la méthode décrite par Pinta (1973). Le mode de 

minéralisation décrit dans cette méthode est utilisable pour les dosages de plusieurs éléments 

(K, Na, Ca, Mg) et des oligo-éléments (Fe, Mn, Cu, Zn). Les réactifs utilisés pour cette 

analyse sont l’acide chlorhydrique concentré (d = 1,19), l’acide fluorhydrique et l’eau 

bidistillée. Le mode opératoire se présente  comme suit : 

a- Homogénéiser la poudre végétale finement broyée et la sécher 24 heures à 105 °C. 

refroidir 30 minutes au dessiccateur puis peser 2 g d’échantillon en capsule de platine. 
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b- Disposer les capsules au four froid, élever la température à 450 °C en deux heures et la 

maintenir deux heures, refroidir. Les cendres obtenues sont généralement claires. 

c- Humecter les cendres avec 2 à 3 mL d’eau et 1 mL d’acide chlorhydrique concentré, 

lentement ajouté. 

d- Chauffer ensemble sur plaque chauffante jusqu'à apparition des premières vapeurs, 

ajouter quelques ml d’eau. 

e- Filtrer sur filtre sans cendre, dans une fiole jaugée de 100 mL, rincer 3 ou 4 fois à 

l’eau tiède. 

f- Incinérer le papier filtre et son contenu pendant une demi-heure à 550 °C au 

maximum, puis reprendre par 5 mL d’acide fluorhydrique.  

g- Aller à sec sur plaque chauffante ou bain-marie sans dépasser 100 °C; reprendre par 

1 mL de HC1 concentré. 

h-  Laver à l’eau tiède puis filtrer. Amener à 100 mL, compléter au trait de jauge après 

refroidissement. 

Les solutions obtenues ont été analysées au niveau du laboratoire central de la police 

scientifique (LCPS, Château neuf, Alger). Les sels Mg, Mn, Fe, Zn, Cu, Cr, Co, Cd, Ni, Pb 

ont été dosés par spectrométrie d’absorption atomique à flamme type Perkin Elmer Aanalyst 

800, USA (figure 2.2.a). Les sels minéraux Ca, Na et K ont été dosés par une 

chromatographie ionique de type Dionex ICS-3000, USA (Figure 2.2.b).  

La concentration C des éléments minéraux exprimée en mg /L de MS est calculée par 

la formule suivante : 

         
    

 
          Equation 2.3 

Où :  

C : la concentration en éléments minéraux exprimée en mg/L. 

T : la teneur de l’élément dosé par l’appareil. 

F : le facteur de dilution (x100). 

P : prise d’essai (2 g). 
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Figure 2.2 : (a) : Spectrométrie d'absorption atomique (SAA) à flamme type 

Perkin Elmer Aanalyst 800. (b) : Chromatographie ionique de type 

Dionex ICS-3000 (Laboratoire central de la police scientifique, 

LCPS, Alger). 

 

   
2.3.3.9 Calcul de la valeur énergétique 

Le pouvoir calorifique totale des spirulines étudiées a été déterminé en multipliant les 

valeurs totales des lipides, des protéines et des glucides par 9, 4 et 4 Kcal respectivement, puis 

en additionnant les résultats obtenus. 

2.3.4 Analyses phytochimiques  

2.3.4.1 Dosage de la chlorophylle a, b et des caroténoïdes 

La chlorophylle a, b et les caroténoïdes ont été déterminés selon la méthode modifiée 

décrite par El-Sheekh et Fathy (2009). Dans ce procédé, un gramme de chaque échantillon de 

spiruline est mis en suspension dans 50 mL d’acétone à 90% et agité vigoureusement avec un 

agitateur magnétique (Stuart stir SB161, UK). Les solutions ont ensuite été placées dans 

l’obscurité à 4 °C et centrifugées à 4000 (x g) pendant 10 minutes à l’aide d’une centrifugeuse 

(Kseroa Monaco, n °4222). Les surnageants obtenus ont été utilisés pour déterminer la 

concentration de chlorophylle a (Chla), de chlorophylle b (Chlb) et des caroténoïdes totaux 

(Car) en mesurant l’absorbance aux longueurs d’onde 649, 664 et 470 nm. La densité optique 

est lue au spectrophotomètre UV / Visible (Jenway Genova plus, Staffrdshire, Royaume-Uni). 

Le contenu en (mg/g) de chaque pigment a été quantifié à l’aide d’équations (2.4-2.6) 

(Lichtenthaler et Wellburn, 1985) : 

                           ;      Equation 2.4 

                          ;      Equation 2.5 
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                                          .   Equation 2.6 

Où : A664, A649 et A470 sont les absorbances respectives de l’échantillon aux longueurs 

d’onde à 664, 649 et 470 nm. 

2.3.4.2 Dosage des pigments solubles dans l’eau (phycobiliprotéines) 

L’extraction et l’estimation des composants des phycobiliprotéines, y compris la 

phycocyanine (C-PC), l’allophycocyanine (APC) et la phycoérythrine (PE), ont été 

déterminées en utilisant un spectrophotomètre avec des longueurs d’onde 620, 652 et 562 nm 

respectivement selon la méthode décrite par Anamika et al. (2005). Le contenu de chaque 

composante a été mesuré en utilisant les équations (2.7- 2.9). 

                                         Equation 2.7 

                                        Equation 2.8 

                                                  Equation 2.9 

Où : A620, A652 et A562 sont les absorbances respectives de l’échantillon aux longueurs 

d’onde 620, 652 et 562 nm. 

Le pourcentage de phycocyanine brute a été estimé en utilisant la méthode décrite par 

Jourdan (2011) et calculé en utilisant l’équation (2.10). L’expérience consiste à dissoudre 4 g 

de spiruline dans 100 mL d’eau distillée. 

                                                        Equation 2.10 

Où : DIL est le facteur de dilution et C représente le pourcentage de poudre sèche. 

2.3.4.3 Dosage des phénols totaux 

Les échantillons d’algues sèches ont été broyés en fine poudre. Une quantité de poudre 

(0,5 g) a été utilisée pour l’extraction des phénols en utilisant 10 mL de méthanol (80%) à 

35 °C pendant 24 heures selon le procédé décrit par Cai et al. (2004). Les échantillons de 

méthanol ont ensuite été refroidis à température ambiante puis centrifugés à 4000 (x g) 

pendant 10 minutes en utilisant une centrifugeuse (Kseroa Monaco, n°4222). Le surnageant 

obtenu a été utilisé pour l’estimation de la teneur phénolique totale.  
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Le contenu phénolique total présent dans les microalgues a été déterminé en utilisant 

le réactif Folin Ciocalteu (Singleton et Rossi 1965). Les résultats ont été exprimés en 

équivalent acide gallique  (EAG)/g de poids sec de microalgues. La courbe d’étalonnage de 

l’absorbance à 765 nm en fonction de la concentration en acide gallique (phenol standard) est 

représentée en annexe 5. 

2.3.5 Analyses microbiologiques  

Pour l’élaboration de la suspension mère, nous avons préparé de façon aseptique, une 

solution ayant une dilution de 1/10 (1 g d’échantillon auquel 9 mL d’eau physiologique ont 

été ajoutés). Différentes dilutions décimales sont retenues (10
-1

, 10
-2

, 10
-3

, 10
-4

, 10
-5

 et 10
-6

) 

pour les analyses. 

2.3.5.1 Dénombrement de la flore mésophile aérobie totale (FMAT) selon la norme NF 

V08-051 (Anonyme, 1992)   

Pour cela, on transfère 0,1 mL des différentes dilutions décimales retenues (10
-1

, 10
-2

, 

10
-3

, 10
-4

, 10
-5

 et 10
-6

) dans les boîtes de Pétri et on ajoute 15 mL environ de milieu de Plate 

Count Agar (PCA). Après solidification, une deuxième couche de gélose est déposée en 

surface. Après l’incubation des boîtes de Pétri à 30 °C pendant 72 heures, seules les colonies 

blanchâtres situées entre les 2 couches de PCA sont prises en compte. On retient pour le 

dénombrement, les boîtes de Pétri contenant un nombre compris entre 30 et 300 colonies. 

2.3.5.2 Dénombrement de la flore fongique (FF)  

Il concerne les levures et les moisissures. Le milieu utilisé et le mode opératoire font 

référence à la norme française NF XP-OS-059-octobre 1996 (Anonyme, 1996). Le milieu 

utilisé pour le dénombrement des levures et des moisissures est l’Oxytetracycline Glucose 

Agar (O.G.A.). Le milieu O.G.A est coulé et refroidi dans des boîtes de Pétri. 0,1 mL des 

dilutions  sont étalés à la surface de la gélose. Après 5 jours d’incubation à 25 °C, on retient 

les boîtes contenant moins de 150 colonies. 

2.3.5.3 Dénombrement des coliformes totaux (CT) 

Selon la NF  V08-050 (Anonyme, 2009), le milieu désoxycholate lactose agar (1%) a 

été utilisé. 1 mL d’une dilution est prélevé et ensemencé dans la gélose en surfusion. Les 
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incubations sont faites à 30 ºC et les lectures après 48 heures. Le nombre total de germes 

exprimé en unité formant des colonies UFC/g de produit.  

2.3.6 Analyse statistique 

Les analyses ont été effectuées en triplicata et les valeurs sont présentées et exprimées 

en valeur moyenne ± écart-type (moyenne ± E-type). Les comparaisons multiples des 

moyennes de chaque analyse ont été déterminées en utilisant le test de différence le moins 

significatif (LSD) au niveau de confiance de 95% et la différence entre les valeurs moyennes 

supérieures au LSD (0,95) a été déterminée comme significative. L’analyse de variance 

(ANOVA) a été réalisée en utilisant les modèles linéaires généraux du logiciel 

STATGRAPHICS Centurion XVI.II (STATPOINT Technologies, Inc. 

www.STATGRAPHICS.com).  

2.4 Résultats et discussion  

2.4.1 Morphologie des souches étudiées et leurs croissances 

Les cellules des souches Spirulina fraîches (4 et 5) observées au microscope 

(figure 2.3) ont montré une structure multicellulaire et filamenteuse avec des trichomes 

cylindriques bleu-vert, formant une hélice plus au moins ouverte qui est la caractéristique du 

genre Arthrospira (Fox, 1999). Cependant, ces spirulines présentent des formes différentes. 

La spiruline 4 est un  filament droit, tandis que pour la spiruline 5 (B et B ', Fig. 3.3), 

l’inoculum présentait au départ une forme ondulée puis prenait, petit à petit, une forme droite.  

D’après Tomaselli, (1997), le degré de spiralisation montre une grande variation et les 

cellules de Spirulina apparaissent parfois comme des trichomes droits dans la culture. En 

outre, Scheldeman et al (1999), ont montré que les spirulines présentaient une morphologie 

variable sous l’effet des changements des conditions environnementales ou de culture. Selon 

Jourdan, (2011), les droites sont génétiquement de vraies spirulines mais possèdent 

l’inconvénient d’être difficiles à récolter.  

La spiruline B' a changé de forme (ondulée à droite), ce qui est probablement dû au 

changement du milieu de culture (milieu Hiri vers Zarrouk). Plusieurs auteurs ont étudié les 

raisons de ce changement de morphologie. Kumar et al., (2011) rapportent que les conditions 

http://www.statgraphics.com/
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physiques et chimiques du milieu de croissance pourraient être la cause des modifications de  

la forme filamenteuse des souches de Spirulina.  

Selon Dhiab et al., (2007), la modification de la morphologie du trichome de spiruline 

(de la forme hélicoïdale à la forme droite) est due à la variation des concentrations de NaCl du 

milieu de croissance. 

Concernant la productivité de la biomasse, différents auteurs ont signalé que, dans les 

cultures de microalgues, l’état nutritionnel est le principal facteur pouvant affecter la 

croissance et la productivité (Zarrouk, 1966; Fox, 1999; Kumar et al., 2011; Jourdan, 2011; 

Madkour et al., 2012; Shalaby et Shanab, 2013 et Ould Bellahcenet al., 2013). Dans cette 

étude, la spiruline a été cultivée pendant plus de trois semaines. Le taux de croissance est 

exprimé en (g/L) de poids sec (Figure 2.4). Pour les deux souches fraîches (Spirulina 4 et 5), 

la concentration maximale de la biomasse et la densité cellulaire sont, respectivement, de 

0,60 g/L et de 2,16 x 10
7 

cellules/mL. Ces résultats sont conformes à ceux rapportés par 

Kumar et al., (2011). 

 

Figure 2.3 : Variabilité morphologique d'A. platensis. A: filament droit (spiruline 

4); B et    B ': forme ondulée (spiruline 5). Bar représente 500 μm. 
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Figure 2.4 : Concentration de la biomasse (g/L) des souches 4 et 5 cultivées en 

milieu Zarrouk. 

 

 

2.4.2 Composition nutritionnelle et microbiologique  

2.4.2.1 Composition physico-chimique  

Le tableau 2.2 représente la composition biochimique des cinq poudres de spiruline. 

Tableau 2.2 : Composition physico-chimique des différentes souches étudiées. 

Paramètres Spirulina 1 Spirulina 2 Spirulina 3 Spirulina 4 Spirulina 5 

Humidité (%) 4,70 ± 0,025a 5,17 ± 0,072b 8,40 ± 0,054c 8,63 ± 0,028d 9,77 ± 0,011e 

Cendres (%) 9,20 ± 0,113b 9,30 ± 0,028c 18,11 ± 0,076e 8,23 ± 0,006a 11,10 ± 0,092d 

Glucides (%) 15,63 ± 0,024c 15,82 ± 0,087c 13,64 ± 0,052a 13,68 ± 0,091b 15,26 ± 0,056c 

Protéines (%) 62,86 ± 0,009c 59,23 ± 0,103b 53,78 ± 0,027a 59,80 ± 0,037bc 59,35 ± 0,013bc 

Lipides (%) 8,08 ± 0,056e 2,38 ± 0,027b 1,50 ± 0,34a 2,95 ± 0,064c 4,79 ± 0,075d 

Fibres  (%) 3,05 ± 0,025a 3,58 ± 0,047c 3,54 ± 0,075bc 3,79 ± 0,058d 3,52 ± 0,048b 

Énergie (kJ) 1602,59 ± 2,25d 1329,93 ± 1,85b 1185.61± 2,48a 1327,34 ± 3,51b 1413,1 ± 2,35c 

Les exposants avec différentes lettres sont significativement différents à p < 0,05. 

Le taux d’humidité des échantillons est, respectivement, de 4,70 ; 5,17 ; 8,40 ; 8,63 et 

9,77% pour les souches 1, 2, 3, 4 et 5. On montrera que pour tous les échantillons de spiruline 

étudiés, la teneur en humidité est inférieure à 10%, condition recommandée pour le stockage à 

long terme des poudres de cette microalgue (Becker, 1995). 
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Le contenu total en cendres de la spiruline étudiée varie significativement (p < 0,05) et 

se situe entre 8,23 et 18,11%. Pour toutes les souches, à l’exception de Spirulina 3, le contenu 

en cendres est compris entre les teneurs 7 et 10 %, (valeurs recommandées par Jourdan, 

2011). Ces résultats sont similaires à ceux reportés par Tokus¸Oglu et Ünal (2003). La teneur 

élevée en cendres dans les cellules Spirulina 3 peut être attribuée à la présence de sable et de 

certaines impuretés résultant du processus traditionnel de récolte et de séchage de la spiruline 

du Tchad appelée «Dihé» (Sorto et Gonnet, 2007). Récemment, Bensehaila et al. (2015), ont 

annoncé un taux de 6,88 % de cendres dans la souche d’A. platensis de Tamanrasset (sud de 

l’Algérie). Dans notre étude, pour la même souche (Spirulina 2), nous avons trouvé 9,3% de 

cendres. Cette  différence de résultat est probablement due à la différence des conditions de 

culture. 

La teneur en glucides totaux des échantillons de spiruline est presque la même pour 

toutes les souches (environ 15%) à l’exception de l’échantillon de Spirulina 3 ou "Dihé" qui a 

une concentration plus faible (13,64%). Les teneurs en glucides de Spirulina 1, 2, 4 et 5 sont 

presque dans l’intervalle des valeurs (15 à 25%) rapportées par Quillet (1975). 

Les teneurs en protéines des souches de spiruline étudiées varient de manière 

significative. Les échantillons présentent des concentrations très élevées en protéines (environ 

60%), sauf pour Spirulina 3, qui ne contient que 53,78% de protéines. Cela pourrait être 

attribué aux mauvaises conditions de croissance (Lac Tchad), sachant que le milieu naturel est 

un  environnement impossible à contrôler. Les autres souches ont été cultivées dans des 

conditions étroitement contrôlées (cultures d’étangs ou en laboratoire).  

Selon Sorto et Gonnet (2007), la présence de sable (plus de 30%), de vers, de débris de 

plantes, d’animaux et d’insectes dans le lac Tchad affecte les qualités nutritionnelles et 

hygiéniques du dihé.  

Pour la même souche (Spirulina 2), Bensehaila et al. (2015) ont mesuré une teneur en 

protéines de 60,32%, taux proche de celui de 59,33% observés dans cette étude. On constate 

que cette légère différence pourrait être due à la différence dans les conditions d’analyse.  

Néanmoins, la teneur en protéines des souches de spiruline étudiées présente une 

valeur bien supérieure à celle de nombreuses autres sources de protéines alimentaires 

(légumes: 22%, viande: 25%, poisson: 20%).  

Plusieurs auteurs ont confirmé que la teneur en protéines de la spiruline est très élevée 

et représente 10 à 11% de la masse humide, soit 60 à 70% de sa matière sèche (Fox, 1999 ; 
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Kent et al., 2015).  Les teneurs en protéines d’A. platensis ont montré une digestibilité très 

élevée (75-83%) en raison du manque de parois cellulosiques dans la spiruline. Par 

conséquent, c'est une source privilégiée de nutriment, en considérant l’importance de son 

apport protéique (Sguera, 2008). 

La teneur maximale en lipides totale a été observée pour la spiruline 1 (8,08 %). Les 

concentrations pour les autres souches sont de 2,38 ; 1,5 ; 2,95 et 4,79 %, respectivement pour 

les spirulines 2, 3, 4 et 5 (Tableau 2.2). Pour la même souche Spirulina 2 (Bensehaila et al., 

2015) ont trouvé une teneur en lipides de 7,28 %, ce qui est très élevé par rapport au résultat 

observé dans notre étude (2,38 %). Cette différence est étroitement liée aux différences de pH, 

de température et d’éclairage dans les conditions de culture (Kumar et al., 2011).  

Parmi les différentes espèces de microalgues sélectionnées par Franke et al. (1994), les 

Cyanophytes contiennent une très faible teneur en matières grasses (4,4-7,4 %), ce qui 

correspond à nos résultats. Selon Tokus¸Oglu et Ünal (2003), Capelli et Cysewski (2010), la 

teneur en lipides de Spirulina varie entre 5 % et 8 %. Tornabene et al. (1985), ont trouvé une 

teneur plus élevée en lipides dans S. platensis (16,6% de la matière sèche).  

Cependant, Hudson et Karis (1974), ont déclaré 11% de lipides dans Spirulina 

maxima. Dans différentes conditions de croissance, la teneur en lipides de Spirulina est 

significativement différente. Par exemple, les intensités lumineuses élevées et une 

température de 38 °C n'influent pas sur la composition en acides gras, mais ont un effet 

drastique sur la teneur en lipides, ce qui la réduit de 46% (Cohen et al. 1987). En outre, 

lorsqu'il existe une déficience en nutriments en termes d’azote et de phosphore, 

l’accumulation de lipides dans la spiruline augmente (Bhakar et Pabb, 1987). Par conséquent, 

selon Orcutt et Patterson (1974), les paramètres de la lumière et du pH peuvent également 

affecter le métabolisme lipidique. La teneur totale en lipides augmente à faible pH et diminue 

à pH élevé chez Chlamydomonas sp. (Tatsuzawa et al. 1996). Cependant, Richmond (2004) a 

rapporté que la production de lipides dans les microalgues dépend de l’espèce et des 

conditions de culture, telles que les nutriments, la salinité, l’intensité lumineuse, la 

température, le pH et même l’association avec d’autres microorganismes. 

La teneur en fibres dans nos échantillons de spiruline est environ 3%. Ces résultats 

sont similaires à ceux rapportés par Koru (2012), qui a trouvé également 3% de fibres dans 

cette microalgue. Ces résultats confirment que la teneur inférieure en fibres suggère une 

biomasse facilement digestible pour l’usage humain (Richmond, 2004 ; Sguera, 2008).  
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Enfin, toutes les souches ont montré des valeurs énergétiques élevées allant de 1327,34 

à 1602,59 kJ, à l’exception de Spirulina 3 (1185.61 kJ). Cette faible valeur s’explique par ses 

faibles teneurs en glucides, protéines et lipides. En effet, le processus de production 

traditionnel du "Dihé" n'est pas très approprié pour obtenir une spiruline de haute valeur 

nutritive, car les conditions de croissance des algues ne sont ni enrichies ni contrôlées. De 

plus, les conditions de récolte et de séchage de cette souche s’effectuent de façon 

traditionnelle, ce qui peut affecter sa composition nutritionnelle et sa qualité microbiologique 

(Sorto et Gonnet, 2007). 

2.4.2.2 Profil en acides gras des spirulines étudiées 

Les valeurs obtenues pour les acides gras (AG)  analysés ont été exprimées en 

pourcentage des lipides totaux et sont représentées dans le tableau 2.3. Les résultats montrent 

que le principal AG présent en quantité importante pour toutes les souches de spiruline est 

l’acide palmitique (AP, 16: 0) avec une moyenne de 43,60, 46,45, 71,15, 51,33 et 48,19% 

pour,  respectivement, Spirulina 1, 2, 3, 4 et 5. Le taux le plus élevé d’AP est observé chez 

Spirulina 3. Selon Bhakar et Pabb, (1987), ceci pourrait être expliqué par un manque de 

phosphore dans le milieu de croissance.  

 

Tableau 2.3 : Profil en acides gras des cinq spirulines étudiées exprimées en % de 

lipides totaux. 

Acides 

gras 

Spirulina 1 Spirulina 2 Spirulina 3 Spirulina 4 Spirulina 5 

C13:0  ND ND ND ND ND 

C14:0  0,42 ± 0,01a 1,46 ± 0,03b 3,25 ± 0,19c 3,26 ± 0,21c 3,65 ± 0,02d 

C14:1  0,06 ± 0,00a 0,14 ± 0,01b 0,23 ± 0,02d 0,23 ± 0,01c 0,07 ± 0,01a 

C15:0  0,15 ± 0,01b 0,13± 0,01b 0,37 ± 0,01c 0,08 ± 0,00a 0,09 ± 0,01a 

C16:0  43,60 ± 0,01 a 46,45 ± 0,08b 71,15 ± 0,02 e 51,33 ± 0,02 d 48,19 ± 006 c 

C16:1  7,60 ± 0,00 d 5,49 ± 0,03c 4,36 ± 0,16 a 4,83 ± 0,07 b 4,75 ± 0,01 b 

C17:0  0,32 ± 0,00d 0,24 ± 0,00b 0,37 ± 0,01e 0,16 ± 0,01a 0,27 ± 0,01c 

C17:1  0,21 ± 0,01c 0,21 ± 0,01c 0,50 ± 0,02d 0,18 ± 0,00b 0,13 ± 0,01a 

C18:0  3,33 ± 0,16e 1,67 ± 0,04d 1,42 ± 0,03c 1,10 ± 0,01b 0,69 ± 0,03a 

C18:1n-9  4,71 ± 0,23b 4,73 ± 0,18b 4,02 ± 0,19a 5,23 ± 0,01c 5,99 ± 0,04d 

C18:2n-6 20,15 ± 0,00c 19,26 ± 0,02b 7,86 ± 0,22a 18,94 ± 0,22b 19,82 ± 0,07c 



Chapitre II : Comparaison de la composition biochimique de différentes souches 

d’Arthrospira platensis originaires de l’Algérie, du Tchad et des Etats Unis d’Amérique 

 

  89/184 

 

 
  

Les exposants avec différentes lettres sont significativement différents à p <0,05. ND  signifie 'non détecté’ 

 

C18:3n-6  4,32 ± 0,01b 4,22 ± 0,07b 2,73 ± 0,02a 4,19 ± 0,00b 4,50 ± 0,04c 

C18:3n-3  0,01 ± 0,00b NDa NDa NDa 0,02 ± 0,01c 

C20:0  15,12 ± 0,03d 15,71 ± 0,16e 3,75 ± 0,11a 10,24 ± 0,14b 11,65 ± 0,01c 

C20:3n-6 NDa 0,29 ± 0,00b NDa NDa NDa 

C24:1 NDa NDa NDa 0,23 ± 0,02b NDa 

Les expériences effectuées par Piorreck et al. (1984) et Tokus¸Oglu et Ünal (2003) 

montrent que la teneur en acide palmitique (AP) dans la spiruline est comprise entre 26 et 

39%. 

Falquet et Hurni (2006) ont également signalé une proportion relativement élevée 

d’AP, environ 25 à 60%, ce qui reflète probablement la variation de la teneur en acides gras 

parmi les échantillons. Plusieurs autres auteurs ont également signalé que l’acide gras 

prédominant dans la spiruline est l’AP dont les valeurs se situent entre 35 et 54,1 % (Falquet 

et Hurni, 2006 ; Habib et al., 2008).  

L’analyse statistique montre des différences significatives (p<0,05) de la teneur en 

acide stéarique (AS, C18: 0) concernant les cinq échantillons. Les valeurs maximum et 

minimum obtenues sont de 3,33 et 0,69 %, respectivement pour la spiruline 1 et 5. Selon 

Falquet et Hurni (2006), le taux de l’AS dans la spiruline varie entre 0,5 et 2 %. Oliveira et al. 

(1999), ont constaté que la teneur la plus élevée en AS (2,76 %) et a été obtenue chez la 

spiruline cultivée dans un milieu à une température de 30 °C. 

La teneur en acide oléique (AO, 18: 1n-9) dans les échantillons se situe entre 4,02 et 

5,99 %, soit à peu près dans les intervalles (5-16 %) et (1-15,5 %), rapportés respectivement 

par Hudson et Karis (1974) et Habib et al. (2008).  

Les Acides gras essentiels (AGE) sont des acides gras polyinsaturés, indispensables à 

notre organisme. Ce dernier ne peut pas les synthétiser naturellement, ils sont donc 

exclusivement fournis par notre alimentation (Chen et al., 2013). Par conséquent, l’estimation 

de ces AGE (l’acide linoléique, l’acide gamma-linolénique et l’acide alpha-linolénique) est 

très importante pour évaluer le potentiel de la spiruline pour notre santé. 

Les niveaux de l’acide linoléique (AL, 18:2 n-6) dans les souches étudiées sont élevés, 

avec une moyenne de 19 à 20 % à l’exception de Spirulina 3, qui ne présente que 7,86 %. Ces 

résultats corroborent ceux rapportés par Xue et al. (2002), soit environ 17,6 ± 2,3 % d’AL. 
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Par ailleurs, plusieurs auteurs ont évalué la teneur en acide linoléique de la spiruline qui est de 

l’ordre de 27 %  (Capelli et Cysewski, 2010) à 30,7 % (Habib et al., 2008). 

Les échantillons de spiruline analysés dans cette étude contiennent des quantités 

élevées d’acide gamma-linolénique (AGL, 18: 3n-6), avec une concentration moyenne de 

4,32 %, sauf pour Spirulina 3 qui n'en comporte que 2,73 %.  

Selon Kent et al. (2015), la spiruline contient de grandes quantités d’acide γ-

linolénique (9,42%) comparée à toutes les autres microalgues (Nannochloropsis sp., 

Scenedesmus sp., Chlorella sp. et Dunaliella sp.). Tokus¸Oglu et Ünal (2003) ont comparé le 

contenu d’AGL de trois types d’algues (Spirulina platensis, Isochrisis galbana et Chlorella 

vulgaris) et ils ont trouvé que l’espèce Spirulina platensis présentait une teneur en acide γ -

linolénique beaucoup plus élevée (3,64 – 5,52 %) par rapport à Isochrisis galbana (0,54 %) et 

Chlorella vulgaris (traces). 

Une autre étude réalisée par Franke et al. (1994), basée sur la sélection de plusieurs 

espèces de microalgues a eu pour but de définir leur composition en acides gras. Ils ont 

constaté que le taux en AGL de Spirulina est élevé et se situe entre 16 % et 23 %. Habib et al. 

(2008), ont également rapporté que la teneur en AGL chez Spirulina varie entre 8 % et 31,7 

%.  

Les travaux de Cohen et al. (1987) ont expliqué les raisons de ces variations de la 

teneur en AG, et ce, en étudiant leur distribution dans 19 souches de spiruline cultivées dans 

diverses conditions environnementales. Ils ont constaté que la teneur en acide gras augmentait 

proportionnellement avec la température de la culture alors que la quantité d’AGPI (Acide 

gras polyinsaturé) diminuait. En outre, la teneur la plus élevée en AGL a été trouvée dans les 

souches cultivées à 30-35 °C. 

D’autres études plus récentes, réalisées par Tomaselli et al. (1993) et Quoc et Dubacq 

(1997), ont montré les mêmes raisons. D’après ces chercheurs, cette différence de 

composition des AG pourrait être attribuée à la différence de température du milieu utilisée 

pour la culture de la spiruline. Selon eux, lorsque la température du milieu augmente, la 

teneur en cellules lipidiques augmente considérablement et la composition en AG tend à se 

modifier vers un degré de saturation plus élevé (la biosynthèse de l’AGL est progressivement 

entravée alors que l’AL s’accumule). D’après Mühling et al. (2005), il existe des différences 

considérables dans la composition des AG, en particulier dans la fraction d’AGPI, parmi les 

souches de Spirulina.  
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En ce qui concerne l’acide alpha-linolénique (ALA, 18: 3n-3) ou (ω-3), nous avons 

constaté l’absence des ω-3 dans toutes les souches étudiées. Il est rapporté dans la littérature 

que A. platensis, par rapport à d’autres microalgues, ne possède pas, en général d’acides gras 

ALA (ou ω-3) (Kent et al., 2015). Selon Jourdan, (2011), il ne devrait pas y avoir d’ALA 

dans la spiruline et s’il en existe, c’est que la spiruline est contaminée par une autre 

cyanobactérie.  

Les teneurs d’acide arachidique (AA, 20: 0) dans les souches étudiées sont élevées 

avec une variation significative (p < 0,05) allant de 10,24 à 15,71 %. Cependant, la spiruline 3 

présente une teneur plus faible d’AA (3,75 %). Néanmoins, cette valeur d’AA dans Spirulina 

3 est d’une quantité raisonnablement élevée, puisque les souches Spirulina platensis étudiées 

par Tokus¸Oglu et Ünal (2003) ne contiennent aucune quantité d’AA. En outre, la quantité 

d’AA de toutes les spirulines étudiées est bien supérieure à celle trouvées dans d’autres 

microalgues (Chlorella vulgaris et d’Ichochrisis galbana avec respectivement 0,19 % et 0,74 

%).  

Mühling et al. (2005), ont également remarqué que les conditions de croissance des 

microalgues pourraient affecter considérablement la teneur en acides gras. Par exemple, une 

forte intensité lumineuse et une température élevée favorisent l’accumulation d’AG saturés 

(Floreto et al., 1993) et (Van Wagenen et al., 2012). Alors que les faibles intensités de 

lumière et les basses températures favorisent la synthèse d’AGPI (Guschina, 2006).   

Le tableau 2.4, présente la somme des acides gras monoinsaturés (AGMI), 

polyinsaturés (AGPI) et saturés (AGS) dans les souches de Spirulina étudiées. Les spirulines 

contiennent de grandes quantités de ω-6 et des traces de (ω-3). Les AGPI dans les 

échantillons étudiés se situent entre 23 et 24,5 %, sauf dans la spiruline 3, qui n’en présente 

que 10,59 %. Les quantités d’ω-6 dans Spirulina 1, 2, 4 et 5 sont presque identiques à celles 

rapportées par Kent et al. (2015),  (20,04 % de ω-6 dans Spirulina). 

Les AGPI les plus importants dans les échantillons de spiruline étudiés dans ce présent 

travail, sont l’acide linoléique et l’acide Gamma-linolénique (ω-6). Simopoulos (2008), a 

montré que l’équilibre entre les ω-6 et ω-3 dans les aliments est essentiel pour la santé 

humaine, et des rapports ω-6 / ω-3 élevés ont été impliqués dans les risques élevés de cancer, 

maladies cardiovasculaires et inflammatoires. Le même auteur a recommandé un ratio optimal 
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de ω-6 / ω-3 de 1/1 à 4/1 comme étant le ratio le plus bénéfique pour la santé humaine, alors 

que généralement notre régime alimentaire a un ratio compris entre 15/1 et 16,7 /1. 

Cependant, dans cette étude, le rapport ω-6 / ω-3, n’a pas pu être défini  en raison de 

l’absence des ω-3 dans les spirulines étudiées (tableau 2.4). Les mêmes observations ont été 

rapportées par Kent et al. (2015). Cependant, la carence en ω-3 dans notre régime alimentaire 

doivent être complétés par d’autres aliments riches principalement d’ω-3 et des AGPI tels que 

les noix et les poissons. Cependant, de nombreux chercheurs ont signalé que la spiruline est 

l’une des meilleures sources alimentaires d’ω-6 (Capelli et Cysewski, 2010 ; Vo et al., 2015).  

Tableau 2.4 : AGS, AGMI, AGPI,  ω3,  ω 6 (en pour cent des lipides totaux)*. 

Acides gras Spirulina 1 Spirulina 2 Spirulina 3 Spirulina 4 Spirulina 5 

∑ AGS 62,94 65,66 80,31 66,17 64,54 

∑ AGMI 12,58 10,57 9,11 10,70 10,94 

∑ AGPI 24,48 23,77 10,59 23,13 24,52 

∑ω-3 0,01 - - - 0,20 

∑ω-6 24,48 23,77 10,59 23,13 24,32 

* Résultats n’incluent pas l’écart type. 

2.4.2.3 Composition en éléments minéraux et métaux lourds  

Les spirulines, quel que soit leur état de consommation (fraîches, séchées, sous forme 

de compléments alimentaires), peuvent répondre en grande partie aux besoins dont l’homme 

dénutri a besoin. 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 considérés comme des minéraux (Sguera, 2008). 

Selon nos résultats, présentés dans le tableau 2.5, la spiruline constitue effectivement 

une source importante d’éléments minéraux. Dans notre cas, même si la quantité de ces 

éléments varie fortement d’une spiruline à une autre en raison des conditions physiques et 

chimiques de la croissance, nous pouvons les classer par ordre décroissant de la manière 

suivante : le sodium, le calcium, le potassium, le fer, le magnésium, Zinc, manganèse et 

cuivre.  
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Tableau 2.5 : Teneur en éléments minéraux et en métaux lourds en mg/kg de MS. 

Éléments 

minéraux 

(mg/kg) 

Donnée 

Shabana et 

Arabi  (2012)  

Spirulina 1 Spirulina 2 Spirulina 3 Spirulina 4 Spirulina 5 

Na 9000  9449 ±1,57 13484 ±0,40 8694 ±0,77 38803 ±3,01 38303 ±0,52  

Mg 4000 622 ±0,20 1965 ±0,04 2265 ±0,01 1614 ±0,08 1684 ±0,01  

Mn 50 13 ±0,00 154 ±0,02 32 ±0,00 9 ±0,01 13 ±0,00  

Fe 1000 759 ±0,31 4256 ±1,21 1300 ±0,03 452 ±0,41 407 ±0,27  

K 14000 7480 ±1,17 8102 ±1,05 6259 ±0,51 7593 ±0,97 7897 ±1,37  

Ca 7000 1947 ±0,02 27426 ±1,85 41392 ±2,67 5376 ±0,23 5196 ±0,20  

Zn 30 72 ±0,00 441 ±0,00 8 ±0,00 164 ±0,01 466 ±0,02  

Cu 12 7 ±0,00 5 ±0,00 3 ±0,00 36 ±0,01 45 ±0,02  

Cr 2,8 5 ±0,00 19 ±0,00 18 ±0,00 17 ±0,00 24 ±0,01  

Co - 0 ±0,00 8 ±0,00 5 ±0,00 3 ±0,00 2 ±0,00  

Ni - 5 ±0,01 29 ±0,01 20 ±0,02 16 ±0,04 19 ±0,04  

Cd <= 0,5 * 0 ±0,00 1 ±0,00 0,8 ±0,00 0,5 ±0,00 0,6 ±0,00  

Pb <= 5* 7 ±0,00 13 ±0,01 7 ±0,00 5 ±0,00 15 ±0,01  

* Normes de la spiruline en France (Selon Arrêté du 21/12/1979) (Jourdan, 2011). 

 

La teneur en Na des spirulines 2, 4 et 5 est très élevée (13484, 38803 et 38303 mg/kg) 

comparée à celle trouvée par d’autres auteurs (4500 et 9000 mg/kg) respectivement pour 

Falquet et Hurni (2006) et  Shabana et Arabi  (2012). Cette différence pourrait être due d’une 

part à la grande salinité du milieu et d’autre part en raison d’un manque de rinçage de l’algue 

fraîche avant son essorage (sachant que la teneur en sel du milieu de culture des spirulines 4 

et 5 avoisine les 15 g/L). 

Le taux de potassium dans les souches étudiées est très faible, il varie entre (6259 et 

8102 mg/kg). Selon Jourdan (2011), la spiruline contient environ 14000 mg/kg de K.  

Bensehaila et al., (2015) ont dosé les éléments minéraux dans la spiruline de 

Tamanrasset chez qui ils ont trouvé 880 mg/kg, 9 mg/kg, 220 mg/kg, 27000 mg/kg et 20000 

mg/kg,  de Fe, Zn, Ca, Na et K,  respectivement). Ces résultats sont différents comparés à 

ceux obtenus dans cette étude pour la même souche. Ceci pourrait être dû aux différences 

dans les conditions de culture, sachant qu’elles bioaccumulent les minéraux différemment 

lorsqu'elles sont cultivées dans différents milieux, à différentes températures, pH, salinité, etc.  
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La spiruline est connue par sa richesse en fer. La teneur en fer de nos échantillons est 

très variable  (407 à 4256 mg/kg) avec la teneur la plus élevée observée chez la spiruline 

produite à Tamanrasset. Selon Falquet et Hurni (2006) la teneur en fer varie entre 600 à 6000 

mg/kg. Cette teneur est très élevée soit 10 fois plus que le fer contenu dans les céréales 

complètes et 20 fois plus que le germe de blé qui sont pourtant classés parmi les meilleures 

sources de fer. Des études ont montré que le fer de la spiruline est mieux absorbé que celui de 

la viande. Il est ainsi d’un grand intérêt pour les végétariens, les sportifs, les femmes enceintes 

et les adolescents en phase de croissance, évitant ainsi toute carence en fer (Falquet et Hurni, 

2006). 

Dans la littérature, beaucoup de travaux ont été réalisés sur la composition en éléments 

minéraux et métaux lourds de la spiruline et les données sont très variables d’une étude à une 

autre (Tokus¸Oglu et Ünal 2003 ; Al-Homaidan, 2006 ; Capelli et al., 2010 ; Al-Dhabi, 2013 ; 

Bensehaila et al., 2015). 

La qualité sanitaire d’un produit alimentaire, quelque soit l’état dans lequel il se 

trouve, concerne le plan bactériologique et toxicologique. Elle doit être irréprochable 

n’entraînant pas, chez le consommateur, des troubles de la santé. La spiruline a une qualité 

unique pour neutraliser ou pour chélater des minéraux toxiques, une caractéristique qui n'est 

pas encore confirmée chez d’autres microalgues. C’est pour cette raison que nous avons dosé 

les métaux lourds : Cobalt (Co), Cadmium (Cd), Plomb (Pb) et Nickel (Ni), dans le but 

d’estimer la qualité toxicologique de nos spirulines.  

D’après Belay, (1997), à ce jour, il n’existe pas encore de normes officielles sur les 

teneurs en métaux lourds pour les produits d’origine microalgale. Beaucoup de fermes ont 

établi leur propre « guidelines ». 

Les résultats dans le tableau 2.5 montrent que la spiruline 1 (Hawaï, USA), est la seule 

qui ne présente pas une contamination élevée en Ni et Pb (5 et 7 mg/kg) et absence totale de 

Co et de Cd.   

D’après les résultats obtenus, on constate que la spiruline comme tout produit 

d’aquaculture, accumule un grand nombre de métaux lourds présents dans son 

environnement. Ce désavantage oblige à une attention renforcée quant à la qualité de la 
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composition du milieu de culture de la spiruline  ainsi qu’aux intrants utilisés, en particulier  

celle de l’eau.  

2.4.2.4 Composition microbiologique  

Avant l’examen microbiologique direct des échantillons de poudre de spiruline, une 

rapide analyse visuelle a permis d’apprécier l’état général de contamination. Il en ressort que 

la spiruline 3 du Tchad, contient de nombreux débris d’origine diverse tels que, terre sèche, 

plumes d’oiseaux, débris de végétaux et restes d’insectes.  

Le pH des souches étudiées a été également mesuré à partir de solution préparée à 4% 

de poudre de spiruline. Le dénombrement de la flore microbienne dans les échantillons de 

spiruline donne les résultats mentionnés dans le tableau 2.6.  

Tableau 2.6 : Dénombrement de la microflore des souches étudiées. 

Flore microbienne UFC/g 

Souches 

FMAT Coliformes 

totaux 

Levures/ 

Moisissures 

pH à 20 °C 

Spiruline 1 10x10
4 

Absence ˂ 10 8,37 

Spiruline 2 10,31x10
4
 ˂ 10 ˂ 10 8,67 

Spiruline 3 14,37x10
6
 5,3x10

2
 ˂ 25 7,35 

Spiruline 4 10,5x10
4
 ˂ 10 ˂ 10 9,28 

Spiruline 5 10,30x10
4
 ˂ 10 ˂ 10 9,82 

Normes Françaises 10x10
4
 ˂ 10 ˂ 10 7 à 9 

Pour la flore mésophile et excepté Spirulina 3, les résultats de l’analyse 

microbiologique de toutes les poudres de spiruline répondent aux normes établies par les 

fermes aux USA (flore globale ˂ 1x10 
6
), en France (˂1x 10

5
) et en Suède (flore globale 

˂1x10 
7
). Spirulina 3 présente des concentrations très élevées de la flore mésophile totale, des 

coliformes totaux et des levures et moisissures avec des valeurs respectives de 14,37x10
6
 

UFC/g, 5,3x10
2
  et 23 UFC/g.  

Comme il a été déjà mentionné auparavant cette spiruline est cultivée et récoltée 

traditionnellement. Selon Sorto et Gonnet, (2007), le procédé traditionnel de dihé comprend 

deux étapes principales à savoir le ramassage et le séchage de dihé à même le sol. Cette 

pratique conduit à l’obtention d’un produit avec plusieurs types d’impuretés. La présence de 

sable (plus de 30%), de vers vivants, de débris de végétaux, d’animaux et d’insectes 

accentuent les vecteurs de transmission des germes et peuvent entraîner des infections 

alimentaires.  
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L’humidité et le pH sont des critères à prendre en considération pour évaluer le risque 

de contamination microbienne. Dans le milieu de culture de la spiruline, le pH est 

généralement élevé (> 9,5) De ce fait, la majorité des microbes dangereux pour l’homme sont 

normalement inactivés en deux jours. Les résultats du pH des poudres de spirulines étudiées 

se situent entre 7 et 9, marge de pH recommandé par les normes françaises. Le pH est d’autant 

plus bas si la spiruline est bien essorée avant séchage. S’il est inférieur  à 5, c’est un signe de 

début de fermentation (Jourdan, 2011).  

L’humidité des échantillons est inférieure à 9% (Tableau 2.2). Selon Jourdan (2011), 

aucun microorganisme dangereux ne peut survivre longtemps dans un produit à moins de 9 % 

d’eau correspondant à une activité de l’eau inférieure à 0,5 (< 50 % d’humidité relative dans 

l’air à l’équilibre avec le produit à 25 °C). Il affirme également, qu’en principe, la spiruline ne 

contient pas de spores, conséquence du pH du milieu de culture. Ainsi, les échantillons de 

spiruline séchés ont probablement été contaminés au cours du séchage à l’air libre ou lors de 

l’étape de broyage et de conditionnement.  

Enfin, pour avoir une spiruline de bonne qualité microbiologique, il est impératif de 

maîtriser les règles d’hygiène classiques, de veiller à les appliquer en contrôlant avec rigueur 

les différentes étapes de la chaîne de production à savoir : culture, récolte et séchage. Ce 

respect des règles mettra les produits obtenus en conformité avec les normes bactériologiques 

en vigueur.  

2.4.3 Composition  phytochimique  

2.4.3.1 Teneur en chlorophylle a, b et caroténoïdes 

Les quantités de chlorophylles et de caroténoïdes observées dans cette étude sont 

présentées dans la figure 2.5. Le contenu de la chlorophylle a (Chla) dans les souches de 

spiruline étudiées est de 6,39, 4,42, 1,79, 6,17 et 3,58 mg/g respectivement pour les spiruline 

1, 2, 3, 4 et 5, avec une différence significative (p < 0,05). La Chla est le principal pigment 

photosynthétique chez les microalgues par rapport à chlorophylle b (Chlb) (Richmond, 2004). 
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Figure 2.5 : Teneur en chlorophylle a, b et caroténoïdes en (mg/g) dans 

différentes souches de spiruline. 

 

 

Selon Kumar et al. (2011), les processus métaboliques et la composition biochimique 

des cellules microalgales sont affectés par la température du milieu de culture et la 

température de croissance optimale dépend habituellement de la souche. Dans leur étude, à 

une température de croissance de 35 °C, la plus forte valeur de l’accumulation de Chla étant 

de 1,54 % alors que celle des caroténoïdes n'atteigne que 0,27 %. 

El-sheikh et Al-fathy (2009), ont signalé que les conditions de croissance autotrophes 

et hétérotrophes peuvent affecter considérablement le contenu des phytopigments. Ils ont 

constaté que les teneurs en Chla dans Chlorella vulgaris étaient plus élevées dans les 

conditions de croissance d’autotrophie que dans celles de l’hétérotrophie. Pour la Chlb, la 

tendance était inversée. 

Dans notre étude, la teneur en chlorophylles totales a été mesurée en additionnant Chla 

et Chlb. Les spirulines 1 et 4 contiennent des valeurs moyennes significativement plus élevées 

en chlorophylle, respectivement de 8,49 et 7,84 mg/g. 

La teneur en caroténoïdes est plus élevée chez Spirulina 5 (5,50 mg /g) que dans les 

autres échantillons. Ces valeurs sont similaires aux résultats rapportés par M'baye et al. 
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(2011) qui situaient la gamme de caroténoïdes dans 51 échantillons de spiruline 

mauritanienne entre 5.43 et 8,93 mg/g. 

Fox (1999) et Pierlovisi (2007) ont trouvé que la teneur moyenne en phytopigments 

dans Spirulina était de 11,5, 6,8 et 3,3 mg/g, respectivement, pour les chlorophylles totales, la 

chlorophylle a et les caroténoïdes. En outre, Capelli et Cysewski (2010), ont constaté que les 

teneurs en chlorophylles totales et en caroténoïdes dans la spiruline sont respectivement de 10 

mg/g et 5 mg/g. Cependant, Kent et al. (2015) ont trouvé des concentrations respectives de 

12,33 mg/g et 1,45 mg/g de chlorophylles et de caroténoïdes pour la même souche. Comme 

mentionné ci-dessus, ces différences peuvent être dues aux conditions de croissance de 

Spirulina. Selon tous les résultats obtenus, les chlorophylles s’imposent comme le principal 

pigment dans la microalgue A. platensis, en comparaison avec les caroténoïdes. 

On notera que le dosage des chlorophylles a, b et totale des algues est une méthode 

relativement délicate (l’incertitude des mesures est de ce fait très élevée). Nous n’avons 

considéré, dans notre travail que les variations relatives du contenu en chlorophylle dans les 

souches, et non leurs teneurs absolues. Chez les spécimens de spiruline cultivés dans les 

milieux naturels, la teneur en chlorophylle  varie en fonction des conditions de culture 

(Zarrouk, 1966).  

L’aspect visuel (vert plus profond) de la culture et de la poudre sèche de la spiruline 4  

ainsi que la poudre sèche de la souche 1, laisse systématiquement présager une teneur en 

chlorophylle totale nettement supérieure que pour les souches 2 et 3 (vert moins prononcé). 

Pour ce qui est de la poudre, on observe une couleur allant d’un vert très foncé à un vert 

moins profond respectivement pour les souches,  1, 4, 5, 2 et 3 (Fig. 2.1). Cette observation 

est confirmée par les résultats obtenus (Fig. 2.5). 

 

2.4.3.2 Teneur en phycobiliprotéines 

La quantité de phycobiliprotéines dans les souches de spiruline est présentée dans le 

tableau 2.7. La phycocyanine est le pigment majeur chez A. platensis, avec une différence 

significative (p < 0,05) de la teneur pour tous les échantillons. 
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Tableau 2.7 : Teneur en phycobiliprotéines (C-PC, APC et PE) en (%), phycocyanine 

brute en  (%) et pureté. 

Souches  C-PC A-PC PE phycocyanine Pureté 

Spirulina 1 8,70 ± 0,001d 7,20 ± 0,001e 2,80 ± 0,001c 29,03 ± 0,001d 1,80 ± 0,002d 

Spirulina 2 6,40 ± 0,001b 3,10 ± 0,000c 2,50 ± 0,000c 21,36 ± 0,001b 1,35 ± 0,001b 

Spirulina 3  1,80 ± 0,002a 2,20 ± 0,001a 1,30 ± 0,001a 5,33 ± 0,002a 0,40 ± 0,007a 

Spirulina 4 5,90 ± 0,002b 1,10 ± 0,001b  2,00 ± 0,001b 19,86 ± 0,002b 1,30 ± 0,006b 

Spirulina 5 7,20 ± 0,001c 5,10 ± 0,000d 3,30 ± 0,001d 24,18 ± 0,001c 1,44 ± 0,005c 

Les exposants avec différentes lettres sont significativement différents à p < 0,05. 

Les teneurs en phycoérythrine (PE) sont très faibles dans toutes les souches de 

spiruline étudiées. Ces résultats sont confirmés par (Bogorad, 1975 ; Tandeau de Marsac, 

1983), car d’après eux, la synthèse des PE peut ne jamais être observée, ou alors seulement 

lorsque les souches sont soumises à une certaine qualité d’éclairement (phénomène 

d’adaptation chromatique complémentaire). Selon (Campanella et al., 2000), la spiruline est 

une source  considérable de pigments naturels, principalement la phycocyanine et 

l’allophycocyanine avec un rapport de 10 :1.  

 Spirulina 1 contient les plus hauts niveaux de C-PC et A-PC, respectivement avec une 

moyenne 8,7 et 7,2 %, suivie de Spirulina 5 (C-PC: 7,2%, APC: 5,1%), Spirulina 2 (C-PC: 

6;4 %, APC: 3,1 %) et Spirulina 4 (C-PC: 5,9 %, APC: 1,1 %). Ces résultats sont conformes à 

ceux rapportés par Kumar et al. (2011), qui ont étudié l’effet de différentes températures et 

intensités de lumière sur la composition de pigments de S. platensis. Ils ont signalé que le plus 

haut taux de phycobiliprotéines (C-PC: 7,73%, APC: 3,46%, PE: 1,8%) a été obtenu lorsque 

la spiruline a été cultivée à une température de 35 °C et avec une intensité lumineuse de 2000 

Lux. Cependant, Anamika et al. (2005) ont rapporté des valeurs supérieures de teneur en 

phycobiliprotéines de la spiruline (C-PC: 17,5%, APC: 3,8%, PE: 1,2%), confirmant que les 

conditions de croissance ont un effet significatif sur le contenu en phytopigments. 

Les valeurs de la teneur en phycocyanine brute de Spirulina sont également présentées 

dans le tableau 2.7. La valeur la plus élevée a été obtenue pour Spirulina 1 (29,03%). À 

l’exception de Spirulina 3, les valeurs de la teneur en phycocyanine de tous les échantillons 

étaient supérieures à 10%. Cette dernière valeur représente le taux minimum exigé dans la 
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spiruline (Jourdan, 2011). Selon Cuellar-Bermudez et al. (2015), la phycocyanine est la 

phycobiliprotéine majeure chez A. platensis et peut constituer jusqu'à 20% de son poids sec. 

Dans notre étude, la teneur moyenne de la pureté de C-PC pour toutes les souches 

étudiées, à l’exception de Spirulina 3, est supérieure à 0,7, ce qui est considéré comme une 

pureté de qualité alimentaire. Selon Rito-Palomares (2001), une pureté de 0,7 est considérée 

de grade alimentaire, 3,9 de grade réactif et supérieur à 4 de grade analytique. 

2.4.3.3 Teneur en polyphénols totaux  

La figure (2.6) montre la teneur en phénols totaux des souches de Spirulina exprimées 

en équivalent d’acide gallique (GAE). Les résultats ont montré que la Spirulina 5 présente la 

teneur en polyphénols la plus élevée avec 67,52 mg/g de poids sec suivi de Spirulina 1 

(48,93 mg/g), Spirulina 2 (45,22 mg/g), Spirulina 3 (19,61 mg/g) et Spirulina 4 (39,33 mg/g). 

Ces résultats sont conformes à ceux rapportés par Benahmed et al. (2015) qui ont observé une 

moyenne de 51,325 mg/g dans Spirulina.  

Le travail effectué par Harwati (2013) sur les microalgues Chlorococcum sp. et 

Nannochloropsis sp., a montré que la teneur totale en phénol de ces espèces était 

respectivement de 2,41 et 2,05 mg/g de poids sec. Alors que Li et al. (2007), ont signalé que 

Chlamydomonas rivialis et Chlorella vulgaris avaient un contenu phénolique total 

relativement élevé (> 15 mg GAE/g). Selon ces auteurs, la composition du milieu a une 

influence significative sur la teneur totale en polyphénols des microalgues. En comparant nos 

résultats à ceux obtenus pour d’autres microalgues et d’autres fruits (les raisins, les pommes, 

les poires, les cerises et les baies qui contiennent seulement 2-3 mg/g de polyphénols), la 

microalgue Spirulina est une source considérable de polyphénols (Scalbert et al. 2005). 

Selon Al-Dhabi et Arasu (2016), le taux le plus élevé de polyphénols (24 mg/g) a été 

observé dans des comprimés de spiruline obtenus auprès de la source Naturals, Inc., Santa 

Cruz, Californie. Miranda et al. (1998) dans Al-Dhabi et Arasu (2016) ont affirmé que les 

principaux composés phénoliques généralement présents dans Spirulina sont l’acide 

chlorogénique, l’acide synaptique, l’acide salicylique, l’acide trans-cinnamique et l’acide 

caféique. Ces polyphénols contiennent les structures chimiques idéales possédant des 

propriétés anti-inflammatoires, antivirales, anti-oxydantes, anti-thrombotiques, 

vasodilatatrices et anti-cancérigènes. 
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Figure 2.6 : Teneur en polyphénols de différentes souches de spiruline. 
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2.5 Conclusion  

Cette étude nous a permis de caractériser différentes souches de spiruline provenant 

d’Algérie, du Tchad et des États-Unis. Il ressort de celle-ci que les conditions de culture, 

qu'elles soient naturelles ou artificielles, peuvent influer de façon significative sur la 

composition nutritionnelle aussi bien qualitativement que quantitativement. 

La majorité des souches de spiruline testées présentent un excellent profil nutritionnel, 

riches en phytopigments (phycocyanine, caroténoïdes et polyphénoles) et en éléments 

minéraux, ce qui leur confère un grand intérêt nutritionnel et thérapeutique. Cependant 

certaines souches (ex : Spirulina 3 ou "Dihé") présente une composition nutritionnelle plus ou 

moins faible. Par rapport aux autres souches, les spirulines (1 et 5) ont une composition 

biochimique et phytochimique très intéressante car riche en antioxydants. Par conséquent, il 

est fortement recommandé d’utiliser des souches de spiruline cultivées dans des conditions de 

croissance contrôlées permettant ainsi l’augmentation de la production de composés nutritifs 

et bioactifs utilisés à des fins nutraceutiques.  
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TEXTE DE CONNEXION  

Selon les résultats du chapitre précédent, il est largement établi que les 

variations des conditions de culture provoquent facilement d’importants  

changements dans la composition biochimique des spirulines. Cependant, en 

moyenne, la souche locale de Tamanrasset (HTam) cultivée dans des conditions 

contrôlées présente une bonne composition nutritionnelle et riche  en composés 

bioactifs principalement en phycocyanines. Dans le chapitre suivant, nous allons 

utiliser cette souche (dont le but de valoriser les souches endémiques de terroir) 

pour l’extraction des phycobiliprotéines, en employant différentes méthodes de 

désintégration cellulaire. 
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3.1 Résumé  

Parmi les méthodes innovatrices de rupture cellulaire, le traitement par champ 

électrique pulsé (CEP) est largement utilisé pour la désintégration des cellules et l’extraction 

des composants intracellulaires. Le but de cette étude est d’étudier l’effet de l’intensité du 

CEP sur l’extraction des composés bioactifs à savoir les phycobiliprotéines, à partir d’une  

cyanobactérie Arthrospira platensis, originaire de l’extrême sud Algérien (Tamanrasset). Le 

traitement par les ultrasons (US) et congélation/décongélation ont également été utilisés 

comme moyen de désintégration cellulaire en comparaison avec le CEP. La microalgue a été 

cultivée dans le milieu Zarrouk, dans des conditions contrôlées, récoltée et mise en 

suspension dans un tampon phosphate (pH = 7) puis traitées. Deux types de traitement par 

CEP ont été effectués (statique et en continu) avec, respectivement, une intensité de (2,5, 3,5 

kV/cm) et de 46 kV/cm. Le traitement en mode continu de la suspension algale a été effectué 

dans une chambre de traitement de type co-field ayant, respectivement, un volume de 

traitement et un intervalle entre les électrodes de 0,05 cm
3
 et 0,1 cm. La durée totale du 

traitement est de 0,3 ms pour le traitement continu et entre (13,5 - 81 ms) pour le traitement 

discontinu. En ce qui concerne le traitement par les US, les suspensions algales ont été 

soumises à une fréquence de 35 kHz pendant un temps allant de  30 à 90 min. Les 

concentrations maximales des phycobiliprotéines obtenues sont (0,163, 0,173, 0,178, 0,133 et 

0,175 g/L), avec une efficacité d’extraction 90,79, 96,36, 99,14, 74,63 et 97,64 %) 

respectivement, pour  CEP à 2, 3,5 et 46 kV/cm, Cong/décong et US. La pureté du produit est 

légèrement plus élevée dans la biomasse traitée par le  CEP que dans celle traitée par les US 

et cong/décong (respectivement, 0,53 contre 0,45 et 0,34). Cependant, le CEP en mode 

continu est plus efficace que les US puisqu’il permet d’avoir le même rendement d’extraction 

et une pureté plus élevée mais en appliquant un temps de traitement inférieur (0,003 vs. 5400 

s), avec une consommation d’énergie moindre. Les densités d’énergie pour les différents 

traitements : congé/décong, US,  CEP statique et continu sont respectivement (172,8, 81, 

0,353 et 0,052 kJ/mL).  

Mots clés : Champ électrique pulsé, Ultrasons,  phycobiliprotéines, densité d’énergie. 
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3.2  Introduction  

De nos jours, les composés bioactifs sont largement utilisés dans les industries 

pharmaceutique et alimentaire comme médicaments naturels et compléments alimentaires. Ils 

remplacent les produits chimiques qui ont un effet néfaste sur la santé humaine. Comparés 

aux produits alimentaires provenant des plantes et des animaux, plusieurs études ont montré 

que les microalgues présentaient des quantités très élevées de composés fonctionnels 

(Richmond, 2004 ;  Pulz et Gross, 2004 ; Andersen, 2005).  

Parmi ces microalgues, Arthrospira platensis, est très intéressante car elle contient tous 

les nutriments et composants bioactifs nécessaires pour notre organisme (Gouveia et al. 

2009). Elle contient également toute une gamme de pigments photosynthétiques (les 

chlorophylles, les caroténoïdes et d’autres pigments antennes les phycobiliprotéines) dont le 

rôle dans les étapes primaires de la photosynthèse est essentiel. Les phycobiliprotéines sont 

des complexes protéine-pigment composés principalement de 80 à 85% de polypeptides 

brillamment colorés (Szalontai, et al., 1994).  

Les phycobiliprotéines sont constituées de trois sous-unités: l’allophycocyanine 

(APC), la phycocyanine (C-PC) et la phycoérythrine (PE). La C-PC est un pigment essentiel 

car en plus de représenter  près de la moitié du poids des phycobiliprotéines,  il correspond à 

environ 20% du poids sec de la spiruline (Chaiklahanet al., 2011 ; Rodríguez-Sánchez et al., 

2012 ).  

En général, la désignation « les phycocyanines » inclue la C-PC et l’APC. Ce pigment, 

de couleur bleue revêt un grand intérêt commercial et industriel. Il est non seulement 

largement utilisé comme colorant alimentaire et en cosmétologie, mais est aussi utilisé 

comme marqueur fluorescent dans la recherche médicale. De même, c’est un agent 

thérapeutique dans les maladies induites par le stress oxydatif (Chen et al., 2014). En 

conséquence, les phycobiliprotéines ainsi que tous ces composants antioxydants 

principalement la C-PC, doivent être extraits des cellules de la spiruline.  

La C-PC est formée de deux sous-unités protéiques α et β, qui ont, respectivement un 

poid moléculaire de 18,0 et 20,0 kDa (Abd El Baky et El-Baroty, 2013). Il s'agit cependant 

d’une molécule thermosensible, compliquée à extraire donc coûteuse. L’obtention de cette 

molécule avec un rendement et une pureté élevés est possible grâce au développement de 
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méthodes bien ajustées. Celles-ci sont des méthodes de bio-séparation efficaces, préservant 

les propriétés de la phycocyanine, tout en étant respectueuses de l’environnement et 

économiques à l’échelle industrielle. De plus, la condition d’obtenir une C-PC d’une grande 

pureté avec un bon rendement est de l’extraire à partir de la biomasse fraîche. Sarada et al., 

(1999) ont rapporté que le séchage de la biomasse d’A. platensis  entraîne une perte d’environ 

50% de C-phycocyanine.  

Beaucoup d’efforts ont été consacrés à l’étude et au développement de nouvelles 

méthodes d’extraction de la phycocyanine à partir de la spiruline en réduisant au maximum 

l’impact sur le contenu nutritionnel et la qualité des composés extraits. De ce fait, plusieurs 

techniques sont adoptées pour extraire les produits bioactifs de la spiruline telles que la 

congélation/décongélation, la sonication, l’acidification et d’autres technologies innovantes 

telles que la haute pression hydrostatique (HPH) et les champs électriques pulsés (CEP) 

(Manirafasha et al., 2016). 

La technologie du CEP consiste en l’application de courtes pulsations (variant de 

quelques microsecondes à millisecondes) de champs électriques d’intensité élevée de l’ordre 

de 20 à 80 kV/cm. L’application de champs électriques de courte durée est capable d’induire 

la perméabilisation de la membrane cellulaire par un phénomène appelé «électroporation» 

(Asavasanti et al. 2011).  

Selon l’intensité du champ électrique appliqué aux cellules, la formation de pores peut 

être réversible ou irréversible. Le champ électrique, qui provoque la lyse des cellules grâce au 

phénomène d’électroporation, peut être appliqué sous forme de pulsations exponentiellement 

décroissantes, carrées, bipolaires ou oscillantes, réalisées à température ambiante ou sous-

ambiante (Amiali et Ngadi,  2012).  

Les ultrasons (US) sont une forme d’énergie générée par des ondes sonores de 

fréquences trop élevées pour être détectées par l’oreille humaine, au-dessus de 16 kHz 

(Jayasooriya et al, 2004). Lorsque les ultrasons sont appliqués, la rupture des cellules 

microalgales se produit grâce à un phénomène de cavitation. Au cours du traitement, des 

bulles d’air se forment et grossissent puis s'effondrent près des parois cellulaires, provoquant 

ainsi des dommages et libérant le contenu des cellules (Lee et al., 2013). 
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Le principal avantage de l’extraction de ces antioxydants à partir de la spiruline par les 

technologies de CEP et US est, la facilité d’extraction sans risque de dénaturation de l’extrait.  

L’objectif de cette étude est donc de comparer entre l’efficacité du CEP, des US et de 

la congélation/décongélation sur le rendement d’extraction des phycobiliprotéines à partir de 

la spiruline fraîche.  

3.3  Matériel et méthodes  

3.3.1 Matériel biologique 

La culture de spiruline (HTam) nous a été fournie par un producteur local dans la 

région de Tamanrasset (Sud Algérien). La souche a été cultivée, au sein de notre laboratoire, 

dans le milieu Zarrouk (Annexe.1).   

3.3.2 Conditions et contrôle  de la culture  

Le milieu Zarrouk (MZ) a initialement été inoculé avec une concentration de cellules 

de 8x10
5 

cellules/mL,  correspondant à une concentration de 0,06 g /L. La culture est mise 

sous agitation à l’aide d’une pompe à air d’un débit de 25 ml/min et sous une intensité 

lumineuse optimale de 2500 Lux (fournie par des tubes fluorescents de lumière blanche), avec 

un rapport lumière / obscurité de 12:12 heures. Le flux lumineux a été déterminé grâce à un 

luxmètre portable (marque KIMO, modèle LX 200, Canada), d’une précision de lecture allant 

de 0,1 à 200000 Lux.   

La température de la culture est maintenue à environ 30 °C grâce à un thermostat. Le 

pH de la culture est mesuré en utilisant un pH mètre portable (modèle 315i / SET, Corning, 

Inc., NY, USA). La conductivité électrique (σ) et la salinité sont mesurées grâce à un 

conductimètre (modèle 197i WTW, Weilheim, Allemagne). La mesure de la croissance de 

Spirulina a été effectuée en utilisant un spectrophotomètre UV / VIS (JENWAY Genova plus, 

Staffordshire, UK) à la longueur d’onde de 560 nm et calculée par la formule 3.1 (Zarrouk, 

1966). 

                       Equation 3.1 

Où ;  

Cb est la concentration en biomasse (g/L) ; 

DO est la densité optique avec 1 unité d’absorbance représente 0,7g/L de spiruline.  
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La densité cellulaire a été déterminée en utilisant un microscope optique (Optech linear 

Biostar B4, München, Allemagne) et la cellule de Nageotte pour le comptage. La pureté et 

l’identification de la culture se faisaient systématiquement en utilisant le microscope optique. 

Les paramètres physico-chimiques de la culture sont présentés dans le tableau (3.1). 

Tableau 3.1 : Les paramètres physico-chimiques de la culture de la spiruline. 

3.3.3 Coloration de Gram  

Pour déterminer le type de cellules d’Arthrospira, nous avons réalisé la coloration de 

Gram comme suit :  

 Réalisation du frottis : on agite la suspension algale afin de l’homogénéiser et d’éviter 

d’avoir un culot au fond du tube. À l’aide d’une anse que l’on aura préalablement 

stérilisée (avec la flamme du bec bunsen), on prélève un peu de la solution bactérienne 

en plongeant le fil de platine de l’anse dans le tube à essai. On dépose ensuite le 

prélèvement au milieu de la lame en faisant des rotations jusqu'à séchage. 

 Fixation du frottis : On procède à la fixation du frottis on faisant passer directement la 

lame 3 fois dans la flamme du bec bunsen. 

 1
re

 coloration au violet de Gentiane (colorant basique) : la lame est plongée pendant 2 

minutes dans le colorant violet de Gentiane.  

 Mordançage au Lugol (solution iodo-iodurée) : On étale le lugol et on le laisse agir 45 

secondes. On répète l’opération une deuxième fois puis on rince à l’eau déminéralisée. 

Cette étape permet de stabiliser la coloration violette. 

 Décoloration à l’alcool : On plonge la lame dans l’alcool et on laisse agir pendant 30 

secondes exactement. On rince la lame sous un filet d’eau déminéralisée. Si l’alcool 

traverse la paroi, les cellules se décolorent, on est en présence de bactéries Gram-, par 

contre si l’alcool ne traverse pas la paroi, il s’agit de bactéries Gram+. 

 2
e
 coloration à la Fuchsine (colorant de contraste): On plonge la lame dans la fuchsine 

et on laisse agir 2 minutes. On lave doucement la lame à l’eau déminéralisée puis on la 

Température (°C) pH Salinité (g/L) Conductivité 

électrique (mS/cm) 

30,22 ± 1,46 9,85 ± 0,11 19,33 ± 1,38 31,03 ± 1,87 
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sèche à 15 à 20 cm de la flamme du bec bunsen. On observe au microscope optique. 

Après cette étape, les bactéries Gram- sont colorées en rose.  

3.3.4 Extraction des phycobiliprotéines  

3.3.4.1 Préparation de l’échantillon 

Afin d’avoir une biomasse cellulaire importante, l’algue est récoltée entre les 17e et 

23e jours, durant la phase exponentielle de croissance (la concentration de la biomasse étant 

de 0,6 g /L).  L’extraction des phycobiliprotéines par les différents procédés s’effectue à partir 

de cette biomasse fraîche. 

La suspension algale est centrifugée à 6000 tr/min pendant 30 minutes par une 

centrifugeuse type (KSEROA Monaco, n ° 4222). Environ 5g de la biomasse collectée est 

remise en suspension dans 50 mL d’un tampon phosphate de sodium (0,1 M, pH 7,0) (voir 

Annexe 6). La conductivité électrique initiale du tampon est de 0,78 mS/cm. Après l’ajout de 

la biomasse algale dans le tampon, la conductivité  σ atteint 0,88 mS /cm. Les échantillons 

ainsi préparés vont subir les différents types de traitement réalisés au cours de cette étude. 

3.3.4.2 Extraction conventionnelle par congélation/décongélation 

Après préparation des échantillons, ces derniers sont congelés à -18 °C pendant 

24 heures dans un congélateur (Maxwell, Modèle KIL 24 V 30, USA) puis décongelé à 

température ambiante (18-25 °C). Le congélateur possède un pouvoir de congélation de 

2 kg/24 heures et une consommation énergétique de 200 Watt.  

3.3.4.3 Traitement statique par CEP  

Le traitement par CEP de la microalgue a été réalisé au niveau du laboratoire de 

technologie alimentaire (ENSA), en utilisant un générateur de champ électrique pulsé de 10 

kV. La tension à la sortie du générateur à haute tension est alors redressée par des diodes (12 

diodes de 1 kV chacune) pour charger un condensateur. Pour redresser une tension de 10 kV, 

on met en série au moins 10 diodes de 1000 V chacune, pour avoir une diode haute tension de 

10 kV. Deux types de condensateur sont utilisés pour chacun des deux traitements, statique et 

en continu. La capacitance (C) des condensateurs de décharge est de 1 μF pour un traitement 

statique et de 0,02 μF pour un traitement en continu.  
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Un oscilloscope digital (Siglent, SD1102CML, Chine) est utilisé pour la lecture des 

paramètres, à savoir : la tension (V), le courant (I), la fréquence (f) et la durée de pulsation (τ), 

grâce à une sonde de tension (Tektronix, modèle P6015A 40 kV, 75 MHz, 100 M Ohm, USA) 

et à une sonde de courant (Pearson current monitor 410, USA). L’installation du champ 

électrique est faite de sorte à produire des pulsations de type exponentiel de déclin ou 

décroissance exponentielle (Figure 3.1). 

Pour le montage statique, la microalgue a été traitée dans une chambre de traitement à 

électrodes parallèles ayant un volume de 15 cm
3
 et un intervalle entre les électrodes de 1 cm 

(Figure 3.2). L’intensité du champ électrique pour le traitement statique est de 2 et 3,5 kV/cm 

avec une fréquence de 3 Hz. Pendant des temps de traitement de 13,5 ms, 27 ms, 40,5 ms, 

54 ms, 67,5 ms, 81 ms. La température du milieu de traitement est surveillée par un 

thermocouple (Thermocouple Extech double K / JTM 300, Nashua, NH, États-Unis) avant et 

après le traitement par CEP, pour éviter le chauffage de la suspension. 

 

 

 

Figure 3.1 : Circuit électrique d’une installation d’un traitement par CEP en 

continu. 
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Figure 3.2 : Type de chambre de traitement par CEP. A : chambre statique, B : 

chambre continue type cofield. 

 

 

3.3.4.4 Traitement en mode continu par CEP 

Le traitement en mode continu est montré dans la figure (3.1). 100 mL de la 

suspension algale, ont été traités en continu en utilisant une chambre de traitement de type 

cofield avec deux petites chambres d’un volume égal calculé par l’équation 3.2, et d’un 

intervalle entre les électrodes de 0 ,1 cm chacune (Figure 3.2). 

                   Equation 3.2 

Où; 

v : volume de la chambre de traitement 

R : diamètre = 0,4 cm 

h : intervalle entre les électrodes = 0,1 cm 

Donc le volume de chaque chambre de traitement est égal à : v = 0,05204 cm
3
. 

La suspension algale est envoyée à la chambre de traitement à l’aide d’une pompe 

péristaltique (Carter Cassette pump Manostat, USA) à un débit (F) de 0,61 mL/s, qui garantit 

qu'aucune bulle d’air n’est présente dans le tube pendant la procédure. L’intensité du champ 

électrique pour le traitement continu est de 46 kV/cm (25,0 ± 0,1 °C). Le nombre de pulsation 

total (n) appliqué à chaque passage à travers la chambre de traitement est déterminé par 

l’équation 4.3 : 

  
   

 
          Equation 4.3 
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Où : ƒ est la fréquence (Hz), v le volume total de la chambre de traitement (mL) et F le 

débit de la suspension (mL/s). 

La fréquence est d’environ 158 Hz et la durée de pulsation (τ) est de 23 µs ; ces 

valeurs étant données par l’oscilloscope. 

Le temps de traitement (t) à chaque passage du volume traité est déterminé par 

l’équation (4.4). 

                Equation 4.4 

Les paramètres de traitement par CEP en mode continu sont résumés dans le 

tableau (3.2).  

Tableau 3.2 : Paramètres du traitement par CEP en continu. 

F (mL/s) E (kV/cm) τ (μs) I (A) ƒ (Hz) n t (µs) 

0,61 46 23 14,6 158 13 300 

3.3.4.5 Traitement par les ultrasons 

La préparation des échantillons s’effectue de la même manière que celle du traitement 

par CEP. Le traitement par  les ultrasons est réalisé en utilisant un appareil à ultrasons de type 

(Laborette 17, Germany), ayant une fréquence de 35 kHz  et une puissance de 750 W.  

Des erlenmeyers contenant 50 mL de la suspension algale, sont partiellement 

immergés dans le bain ultrasonique, puis traités pendant des durées différentes de 30, 60 et 90 

min. Pour augmenter l’efficacité de l’extraction des phycobiliprotéines, environ 2 g de billes 

en verre ont été rajoutés. 

3.3.5 Dosage des phycobiliprotéines  

Après chaque traitement la suspension algale est centrifugée à 6000 rpm pendant 

10 minutes. Les surnageants sont récupérés pour l’analyse spectrophotométrique. Les teneurs 

de pigments hydrosolubles des phycobiliprotéines à savoir l’allophycocyanine (APC), la 

phycocyanine (C-PC) et la phycoérythrine (PE) ainsi que la pureté de la C-PC, sont mesurés 

selon les équations décrites par Anamika et al., (2005) (Voir Chapitre II). L’efficacité de 

l’extraction  est calculée en utilisant l’équation 3.4  décrite par Kilpatrick (1985). 
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  Equation 3.4 

3.3.6 Mesure de la densité d’énergie 

La densité d’énergie (Qe) est exprimée en (kJ/mL). Pour les traitements par CEP elle 

est mesurée par l’équation 1.11 (voir chapitre .I) 

    
  
    

  
 

  
  

   
                Equation 1.11 

Concernat l’énergie délivrée par la congélation/décongélation  et les ultrasons, celle-ci  

est mesurée par l’équation 1.6 (chapitre I) et la densité d’énergie par l’équation 3.5 : 

               
 

 
         Equation 1.6 

P : puissance (W) ; 

W : énergie (J); 

d: temps (s). 

                 Equation 3.5 

v est le volume de la suspension (mL). 

3.3.7 Analyse statistique 

Trois mesures de répétition ont été effectuées pour chaque paramètre et les moyennes 

sont représentées ainsi que l’écart-type. La différence est calculée par l’ANOVA et les valeurs  

p ˂ 0,05 sont considérées significatives. L’analyse de variance (ANOVA) a été réalisée en 

utilisant les modèles linéaires généraux du logiciel STATGRAPHICS Centurion XVI.II 

(STATPOINT Technologies, Inc. www.STATGRAPHICS.com). Le modèle linéaire définie 

par l'équation Y=b0+b1X. Cette équation nous indique que la variable Y peut être exprimée en 

termes d’une constante (b0) et d'une pente (b1) multipliée par la variable X. La constante est 

aussi appelée l'ordonnée à l'origine (intercept). 

 

 

http://www.statgraphics.com/
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3.4 Résultats et discussion 

3.4.1 Cinétique de la croissance bactérienne  

La figure 3.3 montre l’évolution de la croissance bactérienne durant les 23 jours de 

culture. En général, la courbe de la croissance bactérienne en culture discontinue ″en batch″ 

est caractérisée par quatre phases à savoir : phase de latence, phase exponentielle de 

croissance, phase stationnaire et enfin une phase de déclin. 

Dans cette étude on constate l’absence  de la phase de latence. Ceci serait dû au fait 

que l’inoculum était déjà dans le même milieu (MZ) ne nécessitant donc pas de période 

d’adaptation.  

Par contre la phase exponentielle de croissance est très visible dans la courbe et elle 

dure environ deux semaines. Au cours de cette phase le nombre des cellules est passé de 

8x10
5
 à 2.x10

7 
au 19

e  
jour. Au-delà du 19

e  
jour on assiste à une phase stationnaire durant 

laquelle le taux de croissance de cellules est égal à 0 (μ = 0). Elle représente un équilibre entre 

le nombre des cellules qui meurent (à cause des conditions difficiles du milieu) et celles qui se 

divisent encore. Cette évolution de la croissance peut être confirmée à l’œil nu par 

l’observation d’une couleur vert bleuâtre foncé durant la dernière phase. 

 

Figure 3.3 : Densité cellulaire de la spiruline exprimée en  10
5
 bactéries /mL. 
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3.4.2  Résultat de la coloration de Gram 

L’observation sous le microscope optique du frottis coloré, montre que la spiruline est 

colorée en rose ce qui confirme que cette microalgue appartient au groupe des bactéries Gram 

négatives. Selon Habib et al., (2008) et Koru, (2009), la paroi des spirulines comme les 

bactéries Gram-négatives, est formée de glucosamine et d’acide muramique associés à des 

peptides. Ces glucides sont  composés principalement de glucose, ainsi que de rhamnose, 

mannose, xylose, galactose et de deux sucres inhabituels, à savoir : 2-O-méthyle-L-rhamnose 

et de 3-O-méthyle-L-rhamnose  

L’objectif de cette analyse est très important dans la mesure où on veut déterminer la 

sensibilité de la spiruline vis-à-vis du traitement par le CEP. Cependant, d’après Garcia et al., 

(2009) et Roodenburg (2011), les deux groupes de bactéries (Gram + et Gram -) ont une 

sensibilité différente lorsqu’elles sont exposées à un traitement par le CEP. Les bactéries 

Gram-positives ont une sensibilité moindre comparée à celle des Gram-négative. En outre, 

Hülsheger et al. (1983) ont constaté que le champ électrique critique (Ec) pour les bactéries 

Gram négatives était plus faible que celui des bactéries Gram-positives, phénomène qui peut 

s'expliquer par la plus faible résistance des premiers. 

Néanmoins, Steward et Farmer, (1984) ont montré que les parois des cellules 

cyanobactériennes sont épaisses et extrêmement résistantes. Elles agissent comme barrière 

physique lors de la libération de la phycobiliprotéine dans le milieu d’extraction. Ceci est 

peut-être dû au fait que certaines cellules des Cyanobactéries sont recouvertes par une gaine. 

3.4.3 Résultats de l’extraction des phycobiliprotéines par les différents traitements 

3.4.3.1 Traitement par CEP en mode statique 

Les  résultats de l’extraction phycobiliprotéines (C-PC, A-PC et PE) par le CEP, dans 

une chambre statique de type parallèle électrode (traitement en discontinu) sont montrés dans 

la figure (3.4).  

D’après les résultats la quantité extraite des pigments est fonction du temps de 

traitement et de l’intensité du champ électrique. Effectivement selon plusieurs auteurs 

(Goettel et al., 2013 ; Flisar et al., 2014 ; Luengo et al., 2014 ; Coustets et al., 2014 et Grimi  

et al., 2014), l’extraction des pigments et des constituants cellulaires augmente graduellement 
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avec l’augmentation du temps de traitement et de l’intensité du champ électrique, jusqu'à 

atteindre une teneur maximale au-delà de laquelle il n’est plus nécessaire d’utiliser des 

intensités plus élevées  .  

 

Figure 3.4 : Concentration en phycobiliprotéines avant et après le traitement 

statique par CEP à 2 et 3.5 kV / cm. C-PC: phycocyanine, A-PC: 

allophycocyanine, PE: Phycoérythrine. 

 

 

Dans cette étude, les teneurs maximales en  phycobiliprotéines sont obtenues  pour un 

temps de traitement de 54 ms et une intensité de 3,5 kV/cm avec des teneurs de 0,084, 0,065 

et 0,024 g/L respectivement pour C-PC, APC et PE. Exceptionnellement, la PE ne peut 

atteindre une concentration maximale (0,028 g/L) qu’avec une durée de traitement plus élevée 

égale à 67,5 ms. Dans ces conditions de traitement par CEP (3,5 kV/cm pendant 54 ms), 

l’efficacité de l’extraction est d’environ 96,36 % et le taux de phycobiliprotéines (PbP) totale 

extraite est de 17,3 %. 

Cependant, pour une intensité de champ électrique de 2 kV/cm, l’extraction des PbP 

augmente de façon significative (p≤0,05) avec l’augmentation du temps de traitement. Les 

concentrations maximales en phycobiliprotéines sont obtenues pour un même temps de 

traitement, égal à 54 ms, avec des valeurs d’environ 0,076 g/L, 0,064 g/L et 0,023 g/L 

respectivement pour la C-PC, APC et PE. Dans ces conditions de traitement (2 kV/cm et 54 

ms), l’efficacité de l’extraction est de 90.79 % et le taux de phycobiliprotéines totale extraite 
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est de 16,3 %. Ces résultats sont légèrement inférieurs  que ceux obtenus pour un traitement 

par CEP à 3,5 kV/cm. 

Nos résultats corroborent ceux de Flisar et al (2014) qui ont étudié l’effet d’un 

traitement par CEP d’une intensité de 2,7 kV/cm sur l’extraction des lipides à partir d’une 

microalgue : Chlorella vulgaris. Dans leurs expériences le temps de traitement est de 0,5, 1 et 

2 heures, la biomasse a été exposée à des pulsations de l’ordre de 10, 20 et 40 et le rendement 

en lipides était respectivement de 23%, 31% et 32%. 

Donc on peut conclure que l’effet des intensités de champ électrique sur l’efficacité de 

l’extraction est significatif, puisqu’elles sont d’environ plus de 96,36 vs 90,79 % pour 

respectivement, des traitements de 3,5 kV/cm et 2 kV/cm.  

Les travaux réalisés par Coustets et al., (2014), portant sur l’optimisation de 

l’extraction des protéines à partir des microalgues (Nannochloropsis salina, Chlorella 

vulgaris et  Haematococcus pluvialis), ont montré que l’efficacité de l’extraction dépendait de 

l’intensité du champ électrique appliqué ainsi que de l’espèce considérée. En effet l’intensité 

de  3 kV/cm est efficace pour l’extraction des protéines à partir de C. vulgaris, alors que 

l’espèce N. salina avait besoin d’une intensité de CEP plus importante (6 kV/cm). Les auteurs 

ont également remarqué que l’augmentation du taux d’extraction des protéines se faisait 

parallèlement à celle de l’intensité du champ électrique, pour la même durée de pulsation de 

2 ms. 

Concernant les travaux réalisés par Luengo et al., (2014), sur les effets de l’intensité 

du CEP et du temps de traitement sur l’extraction des Car et des Chl a et b à partir des cellules 

de C. vulgaris, il a été démontré que l’augmentation de l’intensité  du CEP ainsi que celle du 

temps de traitement n'ont pas provoqué une augmentation significative des rendements 

d’extraction des trois composés. 

 

 

 

 



Chapitre III : Traitements comparés entre la congélation/décongélation, les ultrasons, et le 

champ électrique pulsé sur l’extraction des phycobiliprotéines à partir d’Arthrospira platensis 

 

  118/184 

 

 
  

3.4.3.2 Traitements par congélation/décongélation et par CEP en mode continu 

Concernant les concentrations en phycobiliprotéines (C-PC, A-PC et PE), obtenues 

après le traitement par congélation/décongélation et par le CEP en continu à 46 kV/cm, nous 

les avons comparées au témoin (auquel aucun traitement n’a été appliqué à part la 

centrifugation). Les résultats sont représentés dans la figure (3.5).  

 

Figure 3.5 : Comparaison entre la concentration des phycobiliprotéines extraites 

par congélation/décongélation et par  CEP en  mode continu (à 46 

kV/cm). 

 

Les résultats montrent que les concentrations de C-PC, A-PC et PE après traitement 

par le CEP sont, respectivement, de 0,086 ± 0,002, 0,065 ± 0,002 et 0,027 ± 0,004 g/L. Ces 

valeurs sont significativement différentes (p≤0,05) de celles obtenues par les US et 

Cong/décong. Ceci confirme que l’application d’une  forte intensité de CEP équivalente à 46 

kV/cm, s’avère être plus efficace pour  augmenter la lyse des membranes cellulaires et par 

conséquent, permet d’obtenir des concentrations de pigment plus élevée.  

Ces résultats corroborent ceux de  Zbinden et al., (2013). Leurs travaux portant sur 

l’extraction des lipides à partir de la microalgue Ankistrodesmus falcatus,  par un 

prétraitement de CEP à 45 kV/cm pendant une durée de 360 ns, leurs a permis d’obtenir 90 % 

de lyse cellulaire, soit une augmentation significative du taux de lipides extraits.  

On constate également que, les échantillons traités par cong/décong, présentent des 

concentrations plus faibles en C-PC, A-PC et PE soient, respectivement 0,079 ± 0,002, 0,041 
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± 0,004 et 0,014 ± 0,001g/L, avec un pourcentage d’efficacité de seulement 74,63 %. 

Comparé à ceux traités par le CEP, on peut déduire que le traitement à 46 kV/cm augmente le 

rendement d’extraction puisque l’efficacité est quasi égale à 100% (˃ 99,14 %). La 

congélation/décongélation présente une faible efficacité comparée aux autres traitements 

(CEP et US), ceci peut être expliqué par le fait que le traitement a été réalisé une seule fois, 

alors que d’autres auteurs ont procédé en appliquant à plusieurs reprises le traitement de 

congélation suivie par décongélation (Bermejo et al., 2006 ; Soni et al., 2008). D’après les 

travaux de Moraes  et al (2011), entrepris pour l’extraction de la C-PC à partir de la spiruline, 

la biomasse a été congelée et décongelée pendant 24 et 48 heures, mais le résultat était 

similaire (environ 18 mg/g de C-PC extraite). Dans le second cas (48 heures), la procédure de 

congélation/décongélation a été répétée deux fois, avec des intervalles de 24 heures. 

Au cours de la dernière décennie, certains articles sur l’extraction de la C-

phycocyanine à partir de biomasse fraîche par des méthodes conventionnelles, ont été publiés 

(Sarada et al., 1999 ; Bermejo et al., 2006 et Soni et al., 2008,). Dans tous les cas, la 

congélation/décongélation était considérée comme la méthode la plus rentable, puisqu’elle 

permettait d’obtenir une teneur en C-phycocyanine extraite, plus élevée que par les autres 

méthodes étudiées (Bermejo et al., 2006 ; Soni et al., 2008). La congélation/décongélation 

présente l’avantage d’être simple, rapide (10-12 heures), reproductible, robuste (indépendante 

de la quantité de biomasse), exempte de problèmes liés aux matériaux corrosifs et aussi sans 

présenter de pertes significatives de la capacité biologique de la protéine extraite 

(Manirafasha et al., 2016). 

Au cours de cette décennie et dans un souci de meilleure rentabilité, les recherches se 

sont beaucoup plus focalisées sur l’extraction des composés bioactifs à partir des microalgues, 

en utilisant d’autres méthodes plus innovantes, principalement le CEP. 

Les travaux réalisés par Luengo et al., (2014) ont montré que l’application d’une 

intensité de 15 kV/cm pendant 75 µs, améliorait le rendement d’extraction des caroténoïdes et 

des chlorophylles a et b, respectivement, de 104 %, 142 %, et 176 %, , alors que pour la 

même durée, mais avec une intensité de 20 kV/cm, le rendement d’extraction passait  

respectivement à 124 %, 164 % et 218 %, soit une augmentation significative de la rentabilité.  



Chapitre III : Traitements comparés entre la congélation/décongélation, les ultrasons, et le 

champ électrique pulsé sur l’extraction des phycobiliprotéines à partir d’Arthrospira platensis 

 

  120/184 

 

 
  

Qin et al., (2014), ont montré que le traitement de la spiruline, aux intensités 33,3 

kV/cm et 66,7 kV/cm provoquait son inactivation. Ils ont également trouvé que la croissance 

de la microalgue était arrêtée après un traitement de  50 pulsations à 66,7 kV/cm  du CEP. 

D’après Stewart et Farmer (1984) dans  Moraes et al (2011), la libération de la C-

phycocyanine est directement liée à la rupture cellulaire ; mais les petites algues telles que la 

spiruline, ont des parois cellulaires multicouches résistantes, rendant la procédure d’extraction 

difficile.  

Dans la littérature, les différentes intensités du champ électrique appliquées pour 

augmenter le rendement d’extraction  des pigments à partir des microalgues sont variables. 

Elles sont comprises entre 45 KV/cm pour l’extraction des lipides à partir de l’espèce 

Ankistrodesmus falcatus (Zbinden et al., 2013), 40 kV/cm pour l’extraction de différents 

constituants intracellulaires à partir de l’espèce Nannochloropsis spp. (Parniakov et al., 2015 

a) et  situées entre 3 – 4,5 kV/cm pour l’extraction des protéines à partir de l’espèce C. 

vulgaris (Coustets et al., 2014). D’après Luengo et al (2015), la différence entre les intensités 

requises pour l’électroporation des microalgues pourraient être liées à la durée de pulsation 

utilisée dans les différentes études.  

Dans notre étude, nous avons appliqué des pulsations de l’ordre de millisecondes pour 

les intensités faibles (2 et 3,5 kV/cm) et de l’ordre de microsecondes pour l’intensité de 46 

kV/cm. Pour cette raison, la relation entre la durée de pulsation et l’intensité du champ 

électrique (requise pour provoquer une électroporation des cellules) nécessite plus de 

recherches qui permettraient de mieux comprendre l’influence de ces paramètres.  

Le problème auquel sont confrontés les chercheurs, réside dans la petite taille de 

microalgues et qui varie selon les espèces (quelques µm et jusqu'à 500 µm pour la spiruline). 

Comparées aux cellules des eucaryotes  (cellules végétales de grandes tailles), les microalgues 

nécessitent des intensités élevées pour améliorer l’extraction de leurs constituants. En règle 

générale, pour obtenir une bonne extraction des différents composés intracellulaires les 

eucaryotes exigent des intensités de champ électrique inférieures à 7 kV/cm avec des 

pulsations de l’ordre de quelques microsecondes (Puertolas et al., 2012 dans Luengo et al., 

2014). 
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3.4.3.3 Traitement par les ultrasons 

La figure (3.6) montre les résultats acquis après traitement par les ultrasons. La teneur 

maximale en phycobiliprotéines (PbP) totale est 0,175 g/L est obtenue après une durée de 

traitement de 90 min (5400 s), avec une efficacité de traitement de 97,64%. Pour cette 

technique, les concentrations maximales de PbP obtenues sont quasi similaires à celles 

obtenues avec les autres traitements (CEP statique et en mode continu), mais à des temps de 

traitement beaucoup plus longs (5400 s vs 0,003 s). 

 

 

Figure 3.6 : Concentration des phycobiliprotéines extraites après un traitement 

par ultrasons à 30, 60 et 90 min. 

 

Des travaux similaires  ont été réalisés par Furuki et al (2003) qui ont étudié l’effet des 

ultrasons sur l’extraction des phycocyanines à partir de l’espèce Spirulina platensis. La 

microalgue est préparée dans 0,1 M de tampon phosphate (pH 6,8). Des sonications de  

20 kHz et  28 kHz ont été utilisées pour l’extraction de la phycocyanine. Les résultats ont 

montré que la C-PC n’était pas détruite par les US  tant que la valeur du temps appliquée était 

appropriée. 

D’après Vilkhu et al (2006), en Australie l’application des ultrasons en science 

alimentaire a permis de mettre l’accent sur l’utilisation de systèmes à haute puissance, pour 

l’extraction de bioactifs, à partir de végétaux (carottes, pommes, gingembre etc.). Les cibles 

principales ont été les polyphénols et les caroténoïdes, dans les systèmes d’extraction à la fois 
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aqueux et  avec solvant. Les essais d’extraction par ultrasons ont montré des améliorations du 

rendement d’extraction allant de 6 % à 35%. 

Au cours de ces dernières années plusieurs travaux sur l’extraction par les ultrasons 

des composés intracellulaires à partir de microalgue, ont vu le jour. La fréquence des 

ultrasons utilisée est très variable ; elle dépend du composé extrait et de la microalgue étudiée. 

Moraes et al (2011), ont étudié l’effet d’un traitement par ultrasons pour l’extraction 

des C-PC à partir de la spiruline. La biomasse a été placée dans un bain à ultrasons d’une 

fréquence de 50 kHz, avec des perles en verre dans la proportion de 1: 1,1 (g de biomasse: g 

de perles de verre) pendant 40 minutes. Cette méthode a permis d’obtenir une efficacité 

d’extraction 57% supérieure à celle de la congélation/décongélation. Ils suggèrent que le 

phénomène de cavitation, associé à l’effet d’abrasion généré par les perles de verre pendant la 

sonication, favorise l’extraction intracellulaire des protéines.  

Postérieurement Dey et Rathod (2013),  ont travaillé sur l’extraction des caroténoïdes à 

partir de la spiruline en appliquant une intensité de 167 W/cm. L’expérience a été réalisée en 

appliquant les ultrasons sous forme d’impulsion uniquement en mode continu et ceci dans le 

but de réduire le temps de traitement et par conséquent diminuer la consommation d’énergie. 

L’extraction maximale obtenue était de 47,10%. 

Zhao et al (2013), ont également utilisé la sonication avec une intensité de 20 kHz et 

1000W pendant 40 minutes,  pour l’extraction des sucres à partir de l’espèce Chlorella sp. Ils 

ont constaté que la teneur en sucre pouvait être augmentée par les US comme prétraitement. 

Cependant d’autres auteurs (Araujo et al., 2013), ont utilisé une intensité et une durée de 

traitement par US plus importantes (40 kHz, 2,68 W/m
2
, pendant 56 minutes) pour améliorer 

l’extraction des lipides à partir de C. vulgaris. Ils ont obtenu un bon rendement d’extraction 

d'huile de 52,5%. 

Dans une récente étude effectuée par Wang et al (2014), une faible intensité de 20 kHz 

et 100 W, pendant 5 minutes était efficace pour l’extraction des lipides à partir des 

microalgues  Scenedesmus dimorphus et Nannochloropsis oculata. 

Selon Joannes et al (2015), en dépit du fait que la méthode d’extraction assistée par les 

ultrasons a permis d’améliorer le rendement d’extraction, elle s’avère être moins efficace 
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comparée à d’autres méthodes, comme les hautes pressions et le traitement à l’acide 

sulfurique.  

3.4.4 Pureté de la C-PC après extraction par les différents traitements 

Les puretés des phycocyanines obtenues en utilisant les différentes méthodes 

d’extraction ont été mesurées puis comparées, comme le montre le tableau (3.3). Les résultats 

ont montré que la pureté de la phycocyanine isolée en utilisant la méthode de séparation 

classique congélation/décongélation, était très faible (0,39). Ce dernier provoque l’éclatement 

des cellules de la spiruline et par conséquent, l’extrusion de tous les éléments intracellulaires. 

La diminution de la pureté de la C-PC est donc due à la présence d’impuretés inhérentes à ce 

type de traitement non sélectif.  Ce traitement nécessitera donc de nombreuses et longues 

étapes de purification, pour atteindre un niveau de pureté de grade alimentaire égale à 7. 

Tableau 3.3 : la pureté de la phycocyanine extraite par différentes méthodes de 

désintégration cellulaire. 

 

Traitement Durée Pureté 

Cong/ décong  24 h 0,39 ± 0,005 

CEP (2 kV/cm) 81 ms 0,54 ± 0,008 

CEP (3.5 kV/cm) 81 ms 0,54 ± 0,012 

CEP (46 kV/cm) 300 µs 0,54 ± 0,001 

US (35 kHz) 90 min 0,49 ± 0,002 

 

Par contre, quelque soit l’intensité et le type de traitement par CEP (mode statique et 

continu), la pureté moyenne de la C-PC est plus élevée et identique (0,54), et ceci pour des 

durées plus élevées (2 et 3,5 kV/cm à 81 ms et 46 kV/cm à 300 µs).  Le CEP abouti à une 

meilleure pureté comparativement aux traitements par ultrasons et congélation/décongélation, 

avec  respectivement, les valeurs suivantes (0,54 vs 0,49 et 0,39).  

Une pureté plus élevée est due à la diminution de l’absorbance de protéines totales à 

280 nm tandis que l’absorbance de la phycocyanine spécifique à 620 nm a augmenté. On 

pense que la phycocyanine isolée en utilisant le procédé du CEP est stable car le traitement a 

été effectué dans des conditions de basse température et pendant une très courte durée (de 
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l’ordre de ms à µs). Ces conditions ont détruit la membrane cellulaire de la spiruline sans 

dénaturer la phycocyanine, chromoprotéine composée de sous-unités de polypeptides α et β 

sensibles à la température. 

De plus, les données de Parniakov et al (2015 a) montrent que la technique du CEP 

permet une extraction sélective des protéines pures, différentes des protéines extraites par la 

sonication. D’après eux le prétraitement par CEP présente un excellent potentiel comme étape 

préliminaire d’extraction aqueuse des composants de l’espèce Nannochloropsis spp . Les 

auteurs rajoutent que pour l’extraction des pigments, le prétraitement par sonication rendait le 

procédé du CEP plus efficace. Cependant, ce mode de traitement nécessite une plus grande 

consommation d’énergie ainsi qu’une purification supplémentaire des produits extraits 

conséquente à un endommagement de certains types de pigments. La perte significative de la 

pureté de phycocyanine pourrait être due à sa position périphérique au sein des 

phycobilisomes, sur la membrane des thylakoïdes, provoquant de ce fait une sensibilité au 

traitement.  

D’après Furuki et al (2003), la phycocyanine extraite par les US avec une intensité de 

20 kHz donne une pureté d’environ 80%, alors qu’avec 28 kHz on obtient une pureté plus 

élevée (90%). 

3.4.5 Densité d’énergie délivrée par les différentes méthodes d’extraction  

Le calcul de la densité d’énergie a été effectué uniquement pour les traitements qui ont 

donné une teneur maximale de phycobiliprotéines totales. Les résultats de la consommation 

énergétique sont représentés dans la figure (3.7).  
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Figure 3.7 : Densité d’énergie des différents traitements exprimée en kJ/cm
3
. 

Les densités d’énergie pour le traitement par CEP en mode continu et statique sont très 

faibles (respectivement 52 J/cm
3 
et 353 J/cm

3
), alors que celles des traitements par ultrasons et 

congélation/décongélation sont très élevées (respectivement 81 kJ/cm
3
et 172,8 kJ/ cm

3
). Cet 

important écart des valeurs de consommation d’énergie est dû au fait que le temps de 

traitement de ces deux dernières méthodes est très élevé (exprimé en heure) contrairement au 

traitement par CEP (exprimé en ms ou µs). 

Les résultats de la densité d’énergie obtenus pour le traitement par CEP sont 

pratiquement similaires à ceux obtenus par Flisar et al (2014). Leur étude porte sur 

l’influence du champ électrique pulsé sur l’inactivation d’E. coli par un traitement en continu 

à 12 kV/cm avec des pulsations carrées, pendant 1, 4 et 8 pulsations d’une durée chacune de 

1 ms. Les densités d’énergie obtenues sont respectivement, 9,6 J/cm
3
, 38,4 J/cm

3
et 76,8 J/cm

3
, 

pour les traitements à 1, 4 et 8 pulsations. 

Qin et al., (2014), ont confirmé que le traitement par CEP de la spiruline provoquait 

son inactivation et que la réduction de la consommation d’énergie par ce procédé pourait être 

réalisée en traitant des suspensions à faibles conductivités  électriques.  De ce fait, l’énergie 

par pulsation W (kJ) peut être calculée par l’équation suivante : 

            
 

 
          Equation 3.6 
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Avec σ (S/m) représentant la conductivité électrique du milieu traité ; E (V/cm) 

l’intensité du champ électrique ; et t (s) la durée de la pulsation. 

3.4.6 Conclusion  

Les résultats obtenus dans cette étude ont démontré le grand potentiel du traitement par  

CEP pour l’amélioration de l’extraction des composés d’intérêt à partir de la microalgue A. 

platensis comparé aux méthodes classique d’extraction (congélation/décongélation et US).  

L’efficacité du CEP sur l’amélioration du rendement d’'extraction dépend non seulement de 

l’intensité du champ électrique mais également du temps de traitement. La technologie de 

traitement du CEP se révèle être une technologie prometteuse pour l’extraction des 

phycobiliprotéines, en raison de ses multiples avantages : non thermique, gain de temps, ne 

nécessite l’ajout d’aucun produit chimique supplémentaire et développant une grande capacité 

d’extraction. 

En raison des variations des différents paramètres (Intensité, durée et température) 

influençant sur l’efficacité du traitement par CEP pour l’extraction des composés bioactifs 

d’intérêt, une étude d’optimisation de ces paramètres s’avère nécessaire pour obtenir un 

rendement maximum avec une moindre consommation d’énergie.  
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TEXTE DE CONNEXION 

Les résultats obtenus dans le chapitre précédent ont montré que le CEP est une 

technique de choix pour l’extraction des  phycobiliprotéines à partir d’A. platensis. A ce jour, 

aucune étude n’a été réalisée sur l’optimisation de l’extraction des PbP par CEP à partir de 

cette microalgue. Dans ce contexte, nous avons jugé important d’étudier et d’optimiser les 

paramètres qui influenceraient l’efficacité du procédé du champ électrique. Nous présenterons 

dans le chapitre suivant le développement et l’optimisation de l’extraction des PbP assistée 

par champ électrique pulsé, dans le but de maximiser le rendement d’extraction et la pureté de 

la C-PC. 
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4.1 Résumé  

Le but de cette étude est la modélisation et l’optimisation de l’extraction de la 

phycocyanine à partir d’A. platensis. L’optimisation de l’extraction a été réalisée en utilisant 

un plan de criblage. La conception expérimentale est basée sur la conception d’un plan 

factoriel du premier degré qui va étudier l’effet de 3 facteurs (intensité du CEP, température et 

temps de traitement). La spiruline a été cultivée dans des conditions contrôlées en milieu 

Zarrouk pour augmenter la production des phycobiliprotéines, puis récoltée. La biomasse 

fraîche a été mise en suspension dans un tampon phosphate (pH = 7) puis traitée par le CEP à 

35, 40 et 45 kV/cm pour des durées allant de 24 à 75 µs et à des températures variant entre 20 

°C et 40 °C. L’analyse du plan d’expérience montre que l’optimum d’extraction des  

phycocyanines est de 0,16 g/L avec une pureté de 0,83. Ces résultats sont obtenus dans des 

conditions particulières d’intensité de CEP (45 kV/cm), de température (20 °C) et de temps de 

traitement (75 µs). La C-PC extraite possède une activité antioxydante très élevée (87 % pour 

une concentration de 200 µg/mL). 

 Mots clés : champ électrique pulsé, Spirulina, phycobiliprotéines, optimisation 
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4.2  Introduction  

Ce n’est que depuis peu que la littérature a montré un vif intérêt biologique relatif aux 

phycocyanines (C-PC et APC) en vertu de leurs propriétés antioxydantes. Ces pigments, 

hydrosolubles et de couleur bleue, ont une grande importance commerciale et industrielle 

(Manirafasha et al., 2016). 

Pour procéder, à partir  des cellules de la spiruline, à l’extraction des phycocyanines, 

tout en prenant soin de préserver indemnes leurs propriétés, il convient de procéder au 

développement de méthodes bien ajustées. Celles-ci, en outre devront être aussi respectueuses 

de l’environnement qu’être d’un apport économique rentable à l’échelle industrielle. 

Afin d’améliorer le rendement d’extraction et de réduire le temps de traitement, 

différentes méthodes de rupture des enveloppes cellulaires ont été étudiées. Les différents 

essais ont utilisés des cycles de congélation/décongélation, l’homogénéisation dans le mortier 

et le pilon, la sonication et la désintégration par les lysozymes de la paroi cellulaire 

(Manirafasha et al., 2016 et Martínez et al., 2016). Cependant, tous ces procédés de rupture 

cellulaire se sont caractérisés par un manque de spécificité provoquant de ce fait la libération 

de débris cellulaires ou d’autres impuretés. Ces derniers ont affecté négativement la qualité et 

la pureté des extraits, ce qui nécessité des opérations de purification en aval.  

L’exploitation commerciale de ce pigment passe d'abord par son extraction à partir des 

phycobilisomes, puis par sa purification. La pureté de la C-PC est primordiale, 

particulièrement pour ses applications fluorescentes dans le domaine médical (analyse 

clinique et immunologique). La purification de la phycocyanine à partir de microalgues 

comporte différentes étapes : précipitation fractionnée, centrifugation, dialyse et 

chromatographie sur colonne (Boussiba et Richmond, 1979). Pour cela, la phycocyanine a 

besoin d’être séparée de manière sélective, des protéines non désirées. Le rapport A620/A280 

sert d’indice de pureté pour la phycocyanine. 

Comparé aux méthodes d’extraction classique (congélation/décongélation et US), les 

travaux, réalisés précédemment (Aouir et al., 2015), ont démontré le grand potentiel du 

traitement par  CEP dans l’amélioration de l’extraction des phycocyanines brutes 

(phycobiliprotéines ou PbP) à partir de la microalgue A. platensis. En se basant sur les 
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résultats obtenus, l’intensité du CEP et le temps de traitement sont les paramètres qui influent, 

en premier lieu, sur l’extraction des phycocyanines brutes (ou PbP).  

Selon Stewart et Farmer, (1984) dans Hemlata et al (2011), la paroi des cellules 

cyanobactériennes est épaisse et extrêmement résistante. Elle agit comme barrière physique 

pour la libération des phycobiliprotéines dans le milieu d’extraction. Ainsi, l’optimisation de 

la méthode de perturbation cellulaire est également très importante pour l’extraction 

maximale. 

En raison des variations des différents paramètres (Intensité, durée et température de 

traitement) qui influencent sur l’efficacité du traitement par CEP (Martínez et al., 2016), nous 

avons utilisé, dans ce chapitre, un plan d’expérience pour  optimiser le rendement d’extraction 

en PbP ainsi que la pureté de la C-PC.  

L’utilisation d’un plan d’expérience a pour but de :  

• Déterminer les facteurs clés dans la conception d’un nouveau produit ou d’un nouveau 

procédé, 

• Optimiser des réglages d’un procédé de fabrication ou d’un appareil de mesure,  

• Prédire par modélisation le comportement d’un procédé.   

Afin de déterminer les facteurs clés et optimiser les paramètres (l’intensité, la 

température et la durée du traitement) qui conviennent à une meilleure extraction des PbP 

avec une bonne pureté de la C-PC, nous avons utilisé un plan de criblage d’ordre 1 avec 

optimisation multi réponses. Nous avons également déterminé l’activité antioxydante de la C-

PC après une purification partielle et procédé à la caractérisation de cette molécule par la 

méthode spectrophotométrie infra-rouge de Fourier (FTIR). 

4.3 Matériel et méthodes 

4.3.1 Préparation de l’échantillon  

Le prélèvement a été réalisé durant la phase exponentielle de croissance. Environ 

650 mL de culture ont été centrifugés. Nous avons récupérer le culot et l’avons fait dissoudre 

dans un volume de 100 mL de tampon phosphate (0,1 M, pH 7,0). La conductivité électrique 

initiale du tampon était de 0,7 mS/cm. Après l’ajout de la biomasse algale dans le tampon la 

conductivité,  σ est passée à 0,9 mS /cm. 
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Pour déterminer la concentration en cellules de notre échantillon, un comptage des 

cellules a été réalisé en utilisant l’hématimètre de Thoma à l’aide d’un microscope optique de 

type (OPTIKA B-192). L’échantillon retenu pour le traitement par CEP présentait une 

concentration de 6x10
9 
cellules/mL. 

4.3.2 Installation de CEP 

Nous avons procédé à la même installation électrique (en mode continu) que celle déjà 

réalisée dans le chapitre précédent, à laquelle nous avons rajouté un bain-marie et ce afin de 

soumettre les échantillons à différentes températures avant le passage dans la chambre de 

traitement par CEP (Figure 4.1). Un thermocouple a été utilisé pour la mesure de la 

température avant et après traitement. Nous avons également utilisé un débit de la solution à 

traiter un peu plus élevé (0,85 mL/s), afin de réduire le nombre de pulsations (n = 6) et par 

conséquent réduire le temps de traitement. L’installation du champ électrique est faite en sorte 

de produire des pulsations de type exponentiel de déclin d’une durée τ égale à 4 µs 

(Figure 4.2). 

 

Figure 4.1 : Installation d’un système de champ électrique pulsé. 
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Figure 4.2 : Impulsion de type exponentiel de déclin (Laboratoire de Technologie 

Alimentaire, ENSA). 

4.3.3 Dosage des phycobiliprotéines et mesure de la pureté 

 Après une durée de 4 heures, de chaque traitement, la suspension algale est centrifugée 

à 6000 rpm pendant 10 minutes Les surnageants sont récupérés pour l’analyse 

spectrophotométrique. Les teneurs de pigments hydrosolubles des phycobiliprotéines, à savoir 

l’allophycocyanine (APC), la phycocyanine (C-PC) et la phycoérythrine (PE) de même que la 

pureté de la C-PC, sont mesurées selon les équations décrites par Anamika et al., (2005) 

(Chapitre II). 

4.3.4 Modélisation et optimisation de l’extraction des phycobiliprotéines et de la pureté 

de la C-PC  

L’optimisation de l’extraction a été réalisée en utilisant un plan de criblage grâce au 

logiciel STATGRAPHICS Centurion XVI.II (STATPOINT Technologies, Inc. www. 

STATGRAPHICS. com). La conception expérimentale, basée sur un plan factoriel, va étudier 

les effets de trois facteurs du premier degré. Le domaine expérimental, défini pour les trois 

facteurs choisis, permet d’établir la matrice d’expérience factorielle complète de ceux-ci.  

Cette méthodologie établit une relation entre les paramètres d’entrée, qui représentent 

les paramètres opératoires (intensité de CEP, température et temps de traitement), et les 

variables de sortie qui correspondent dans notre cas à la concentration en phycobiliprotéines 

(PbP) et la pureté de la C-PC. Les limites de variation de chaque variable (facteur) sont 

présentées dans le tableau 4.1: 

http://www.statgraphics/
http://www.statgraphics/
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Tableau 4.1: Limites de variation des facteurs  et réponses. 

Facteurs Bas 

 (-) 

Haut 

(+) 

Unités Réponses Unités 

Facteur A (Intensité du 

CEP) 

35 45 kV/cm PbP (Y) g/L 

Facteur B (Température) 20 40 °C Pureté (Y’)  

Facteur C (Temps) 24 72 µs   

Nous avons créé un plan factoriel qui nous permettra d’étudier les effets de trois 

facteurs.  Le plan est exécuté en 2 blocs, incluant 2 points au centre par bloc (10 essais). Le 

plan a été répliqué une seule fois où chaque expérience est remise en œuvre ce qui fait un total 

de 20 essais (Tableau 4.2).  

L’ordre des expériences a été entièrement randomisé, le but étant de nous protéger des 

effets de variables perturbatrices.   

Tableau 4.2 : Plan d’expérience en unités codées. 

BLOC Facteur A (X1)  Facteur B (X2) Facteur C (X 3) PbP  (Y) Réponse 2  (Y') 

1 -1 -1 -1 Y1 Y’1 

1 -1 -1 1 Y2 Y’2 

1 1 -1 1 Y3 Y’3 

1 1 1 -1 Y4 Y’4 

1 1 1 1 Y5 Y’5 

1 -1 1 -1 Y6 Y’6 

1 -1 1 1 Y7 Y’7 

1 1 -1 -1 Y8 Y’8 

1 0 0 0 Y9 Y’9 

1 0 0 0 Y10 Y’10 

2 -1 -1 -1 Y11 Y’11 

2 -1 -1 1 Y12 Y’12 

2 1 -1 1 Y13 Y’13 

2 1 1 -1 Y14 Y’14 

2 1 1 1 Y15 Y’15 

2 -1 1 -1 Y16 Y’16 

2 -1 1 1 Y17 Y’17 

2 1 -1 -1 Y18 Y’18 

2 0 0 0 Y19 Y’19 

2 0 0 0 Y20 Y’20 
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Dans un premier temps, on supposera que le modèle postulé est un modèle d’ordre 1 

avec interaction. Si l’analyse statistique confirme notre choix, le modèle choisi est conforme 

au phénomène étudié sinon on passera à un modèle d’ordre 2. 

4.3.5 Mesure de l’activité antioxydante  

4.3.5.1 Purification de la phycocyanine 

Les premières étapes de la purification sont basées sur le principe de la précipitation 

différentielle. Pour obtenir cette pureté l’électrolyte le plus utilisé reste le sulfate 

d’ammonium. Il a l’avantage de peu dénaturer les protéines et permet de maximiser 

l’obtention de protéines biologiquement actives. 

 Pour la prépurification nous avons utilisé la méthode modifiée d’Anamika et al., 

(2005). Après extraction par CEP suivie d’une centrifugation, nous avons récupéré le 

surnageant bleu clair contenant la phycocyanine, auquel nous avons rajouté 0,01 % d’Azoture 

de sodium en vue de sa conservation. Un premier traitement a été réalisé avec du sulfate 

d’ammonium à 25% (P/V), ajouté de façon graduelle sous agitation pendant 1 heure. On 

laisse agir pendant 24 heures à 4 °C puis on procède à une deuxième centrifugation (17 000 x 

g pendant 20 minutes). Le but de cette étape est d’augmenter la solubilisation des protéines 

(Salting-in). 

Le surnageant récupéré est traité une deuxième fois mais avec du sulfate d’ammonium 

à 50 % (P/V). On procède à une troisième centrifugation  (17 000 x g pendant 20 minutes). Le 

but ici est de précipiter les protéines (Salting out). A la fin de cette étape, le culot récupéré 

(extrait de phycocyanine) est  immergé dans une petite quantité de tampon phosphate à 0,005 

M (pH=7).  

L’extrait est ensuite dialysé pendant une nuit, dans un volume 1000 fois supérieur au 

volume initial de l’extrait de phycocyanine contenu dans le tampon. Le Le dialysat  est 

concentré et lyophilisé, puis pesé pour déterminer l’extrait massique de phycocyanine. Le 

produit séché est maintenu au congélateur à -18 °C jusqu'à son utilisation ultérieure, pour 

l’analyse de l’activité antioxydante. 
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4.3.5.2 Préparation de la solution alcoolique de DPPH : (α, α-diphényle-β-

picrylhydrazyle)  

On prépare 100 mL d’une solution de DPPH dans le même type de solvant que celui 

utilisé pour préparer l’échantillon et ses dilutions (Éthanol ou méthanol). Pour cela on prépare 

100 mL d’une solution 60 µm de DPPH ce qui correspond approximativement à 2,4 mg 

= 0,0024 g de DPPH dans 100 mL de solvant.  

4.3.5.3  Protocole expérimental  

La mesure de l’activité antioxydante a été réalisée selon la méthode décrite par 

Shalaby et Shanab (2013). On mélange un millilitre d’extrait de phycobiliprotéine-méthanol, 

à différentes concentrations (10, 20, 50, 100, 200, 400, 600, 800 et 1000 µg/mL de méthanol), 

avec 1 mL de solution de réactif de DPPH-méthanol. On agite vigoureusement chaque 

mélange et on les laisse reposer dans l’obscurité à température ambiante pendant 30 minutes. 

L’absorbance de chaque mélange est calculée, avant et après l’ajout du DPPH, à une longueur 

d’onde de 517 nm. Le même spectrophotomètre est usité, tant pour analyser les paramètres 

décrits ci-dessus que pour l’hydroxytoluène butylé (BHT) utilisé comme agent antioxydant 

standard. 

L’activité antioxydante est exprimée en concentration d’inhibition (IC50), définie 

comme étant la concentration en phycobiliprotéines nécessaire pour provoquer une 

diminution de 50% de l’absorbance du radical DPPH (517 nm). On détermine, à partir du 

graphe, les pourcentages d’inhibition par rapport à la concentration de l’extrait. Des valeurs 

d’absorbance plus faibles du mélange réactionnel indiquent une activité de piégeage des 

radicaux libres plus élevée. 

La capacité de piégeage du radical DPPH a été calculée en utilisant l’équation 4.1. 

                                                 Equation 4.1 

Où At est l’absorbance des extraits après 30 minutes et A0 est l’absorbance de la 

solution méthanolique de DPPH. 
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4.3.6 Spectroscopie infrarouge à transformer de Fourier (Fourier Transform Infrared 

FTIR) 

La spectroscopie FTIR a été utilisée pour identifier les groupes fonctionnels de la 

phycocyanine de la microalgue A. platensis participant à la biosorption. L’analyse a été 

réalisée au niveau du laboratoire central de la police scientifique (LCPS) à l’aide d’un appareil 

de type « Thermo Scientific, Nicolet- iS5 FT-IR Spectrometer ». L’essai a été effectué dans 

un intervalle d’onde de 600-4000 cm
-1 

(Région du milieu infrarouge) à l’aide d’une fenêtre de 

bromure de potassium, à température ambiante (25 ± 1 °C). Elle permet, via la détection des 

vibrations caractéristiques des liaisons chimiques, d’effectuer l’analyse des fonctions 

chimiques présentes dans le matériau. Lorsque la longueur d’onde (l’énergie) apportée par le 

faisceau lumineux est voisine de l’énergie de vibration de la molécule, cette dernière va 

absorber le rayonnement et on enregistrera une diminution de l’intensité réfléchie ou 

transmise. Le domaine infrarouge, situé entre 4000 cm
-1

 et 400 cm
-1

 (2.5 – 25 μm) correspond 

au domaine d’énergie de vibration des molécules. 

4.4 Résultats et discussion  

4.4.1 Résultats expérimentaux de l’extraction des phycobiliprotéines et de la pureté  

Le tableau (4.3), regroupe l’ensemble des essais réalisés ainsi que les réponses 

trouvées expérimentalement.  

X1, X2 et X3 représentent respectivement les facteurs : intensité de CEP, température et 

temps et  

Y et Y’ représentent les deux réponses cherchées : PbP et pureté de la C-PC. 
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Tableau 4.3 : Résultats des essais du plan factoriel. 

 Intensité du CEP 

(X1)  

Température (X2) Temps  (X 3)  PbP  (Y) Pureté de la C-

PC   (Y') 

       Unités 

Essais 

kV/cm °C µseconde g/L  

E1 35 20 24 0,105 0,620 

E2 35 20 72 0,107 0,639 

E3 45 20 72 0,150 0,850 

E4 45 40 24 0,131 0,469 

E5 45 40 72 0,132 0,430 

E6 35 40 24 0,090 0,500 

E7 35 40 72 0,084 0,430 

E8 45 20 24 0,125 0,669 

E9 40 30 48 0,117 0,476 

E10 40 30 48 0,115 0,693 

E11 35 20 24 0,104 0,620 

E12 35 20 72 0,106 0,640 

E13 45 20 72 0,164 0,849 

E14 45 40 24 0,141 0,470 

E15 45 40 72 0,153 0,431 

E16 35 40 24 0,091 0,501 

E17 35 40 72 0,080 0,430 

E18 45 20 24 0,117 0,670 

E19 40 30 48 0,115 0,693 

E20 40 30 48 0,115 0,588 

 

4.4.2 Analyse statistique  

La démarche à suivre pour analyser le plan expérimental est la suivante : 

 Modélisation et validation du modèle, 

 Analyse des résultats du modèle. 

 

4.4.2.1 Modélisation et validation du modèle 

Pour un modèle d’ordre 1 avec interaction, la forme générale du polynôme est la 

suivante (Equation 4.2): 

           
 
           

 
                

 
                        

 
            

Equation 4.2 
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Les coefficients du modèle moyen, principaux et d’interaction, respectivement, a0, ai 

et aij, sont obtenus à l’aide d’une régression multiple exécutée sur le logiciel d’analyse 

STATGRAPHICS Centurion. En présence de trois facteurs : X1, X2, X3, le modèle de la 

réponse est exprimé par l’équation 4.3 : 

                                                                  

Equation 4.3 

Les résultats de l’analyse de la variance, avant ajustement, sont présentés dans les 

Annexes (7 et 8). 

Avant d’utiliser le modèle statistique de cette analyse, il est important de retirer les 

effets non significatifs. La règle à suivre lors de l’exclusion des effets non significatifs est la 

suivante :  

1. Exclure toutes les interactions entre deux facteurs non significatifs.  

2. Exclure tous les effets directs non significatifs et qui ne sont pas présents dans des 

interactions significatives.  

Dans notre cas, cela veut dire qu’il faut exclure toutes les interactions qui ne sont pas 

significatives dans le graphique de Pareto (interaction entre facteurs ABC à savoir : CEP, 

température et temps), à l’exception de l’effet direct C (le temps) (Figure 4.3 a). Cet effet 

direct est conservé car il est présent dans l’interaction significative avec le facteur A (intensité 

de CEP). Idem pour les résultats de la pureté nous avons enlevé les interactions entre facteurs 

ABC (Figure 4.3 b). 
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Figure 4.3 : Graphique de Pareto pour les effets principaux et les interactions 

sur l’extraction des PbP (a) et la pureté (b). 
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Le graphique de Pareto, standardisé, affiche les effets dans l’ordre décroissant de 

signification avec une ligne permettant de déterminer ceux qui sont statistiquement 

significatifs. Il est utilisé pour déterminer rapidement les effets qui sont les plus importants. 

La longueur de chaque barre est proportionnelle à la valeur de la statistique t calculée pour 

l’effet associé. Toute barre au-delà de la ligne verticale est statistiquement significative au 

niveau de signification précisée, par défaut de 5%. Dans notre cas, pour le rendement en PbP 

(figure 4.3.a), il y a 2 effets directs significatifs : Intensité de CEP et température. Il y a 

également trois interactions significatives entre tous les facteurs (intensité CEP et 

température), (intensité CEP et temps) et (température et temps). 

Concernant, la pureté, l’effet direct significatif correspond à la température. Il y a 

également deux  interactions significatives entre : température et le temps et entre : intensité 

de CEP et température. 

 Estimation des effets des paramètres expérimentaux 

Les résultats de l’analyse de la variance après ajustement, et les coefficients pour 

déterminer l’influence des différents paramètres pour l’extraction des PbP et la pureté sont 

représentés respectivement  dans les Annexes (8, 9 et 10).  

Le coefficient de détermination R² ainsi que celui de R² ajusté sont respectivement 

égaux à 93,50 % et 89,71 %, pour les PbP et  respectivement égaux à 88,07 et 81,10 % pour 

la pureté, nous pouvons déduire que le modèle mathématique est satisfaisant et donc peut être 

accepté. 

Les équations de la réponse PbP (Y) et de la Pureté (Y’) seront ainsi exprimées par le 

modèle mathématique suivant :  

                                                                    

                                                                                                     Equation 4.4 

                                                                    

                                                                                                                                                  Equation 4.5 
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4.4.2.2 Analyse des résultats du modèle 

a- Effets directs 

Les figures (4.4, a et b) montrent les effets directs de chaque facteur sur le rendement 

d’extraction des phycobiliprotéines et de la pureté de la C-PC. Les effets directs indiquent les 

variations estimées de la réponse lorsque chaque facteur passe de son niveau bas à son niveau 

haut. Sachant que tous les autres facteurs sont maintenus à des valeurs à mi-chemin entre 

leurs niveaux hauts et bas respectifs.  

D’après les résultats, on constate que le rendement en PbP ainsi que la pureté 

augmentent quand les deux facteurs : intensité du CEP et temps de traitement passent de leur 

niveau bas à leur niveau élevé. Par contre, ces rendements diminuent lorsque la température 

augmente particulièrement dans le cas se rapportant à la pureté.   

Ces résultats sont confirmés par plusieurs auteurs. Selon Coustets et al., (2014), les 

méthodes classiques utilisées pour des traitements à grande échelle telles que les extractions 

mécaniques ou chimiques, affectent l’intégrité de la protéine cytosolique extraite en libérant 

des protéases contenues dans les vacuoles. Des travaux antérieurs, portent sur les processus 

d’écoulement électroextraction sur les levures, ont prouvé que la technologie du champ 

électrique pulsé permet de préserver l’intégrité des protéines cytosoliques libérées et en 

n'altérant pas les membranes des vacuoles. Sur la base de ces connaissances antérieures, les 

chercheurs ont développé un nouveau protocole afin d’extraire, par le CEP, les protéines 

cytoplasmiques totales des microalgues (Nannochloropsis salina, Chlorella vulgaris et 

Haematococcus pluvialis). 

Une récente étude réalisée par Martínez et al (2016), sur l’extraction des 

phycocyanines par champs électriques pulsés, à partir d’A.  platensis, a montré que la force du 

champ électrique et le temps étaient les deux variables les plus significatives et présentant le 

plus d’influence sur le rendement d’extraction des C-PC. Le rendement en C-PC augmente 

linéairement avec le temps de traitement, allant de 60 à 150 μs. Selon ces auteurs la 

température augmente également le rendement d’extraction lorsqu’elle passe de 10 à 40 °C. 
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Figure 4.4 : Graphique des effets principaux sur l’extraction des PbP (a) et la 

pureté de la CPC (b). 
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traitement par CEP à 25 kV/cm que l’augmentation de la température du traitement de 10 à 

40 °C entraine l’augmentation du rendement d’extraction en lutéine qui passe de 400 à 700 

μg/g. Cette variation a été expliquée par une augmentation de l’électroporation de la 
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membrane des chloroplastes plus importante à 40 °C qu'à 10 °C. De ce fait l’extraction de la 

lutéine serait plus élevée lorsque la température augmente. Sachant que la membrane des 

chloroplastes est une bicouche lipidique comme la membrane cytoplasmique. A des 

températures basses la bicouche lipidique présente une structure bien organisée ce qui pourrait 

être la cause d’une faible électroporation.  

Dans notre cas, la spiruline, qui est une cyanobactérie, ne possède pas de chloroplastes 

et les thylakoïdes isolées, situées à la périphérie de la cellule, portent les phycobilisomes sur 

leurs surfaces (sous forme arrondie ou en bâtonnets). De plus, A. platensis de par son génome 

formé d’acides nucléiques liés par des histones-likes est affilié aux bactéries. Elle est 

également cractérisée, par l’absence dans les cellules, de membrane nucléaire, de 

mitochondries et de plastes.  

Contrairement à d’autres microorganismes (levures, chlorelles, Scenedesmus…), 

proposés comme sources de protéines, la spiruline est une Gram – négative ne comportant pas 

de paroi cellulosique mais une enveloppe de muréine relativement fragile. Cette 

caractéristique pourrait expliquer que l’augmentation de la température ne permet pas d’élever 

le rendement en PbP, mais risque, bien au contraire de dénaturer les protéines. 

En outre, comme la spiruline est  dépourvue de plastes, ceci facilite une 

électroporation rapide sans l’augmentation de la température de traitement. Egalement 

l’absence de membrane cellulosique procure une très bonne digestibilité (83 à 90 %) des 

protéines de la spiruline crue ou simplement séchée. Selon Falquet et Hurni (2006), pour 

toutes ces raisons la spiruline ne nécessite ni cuisson ni traitement particulier destiné à rendre 

ses protéines accessibles. C’est un avantage considérable tant du point de vue simplicité de 

production que pour la préservation des constituants de haute valeur. 

b- Effets des interactions  

L’effet des interactions entre les différents paramètres sont représentés dans la 

figure 4.5 (a et b) respectivement sur le rendement en PbP et la pureté. À noter que, pour 

toutes les interactions, les deux droites se croisent entre (elles ne sont pas parallèles) ce qui 

signifie que l’interaction entre les facteurs a un effet sur le rendement en PbP et la pureté.  
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Figure 4.5 : Graphique des effets des interactions sur l’extraction des PbP  (a) et 

la pureté de la CPC (b). 
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rendement d’extraction des PbP (la teneur en PbP extraite passe de 0,105 à 0,135 g/L, soit une 

augmentation du rendement de 18,75 %). Par contre si T est à son niveau supérieur (40 °C), 

elle devient un facteur dominant car elle permet d’augmenter plus la teneur en PbP (de 0,086 
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à 0,14 g/L, soit une augmentation du rendement de 33,75 %) lorsque E passe du niveau 

inférieur au niveau supérieur (de 35 kV/cm à 45 kV/cm).  

Donc l’interaction entre E et T a un effet positif sur l’augmentation du  rendement 

d’extraction des PbP (ce qui a été déjà observé sur le diagramme de Preto, figure 4.3.a). Le 

point d’intéraction entre les deux droites correspond à une concentration en PbP optimale 

égale à 0,131 g/L. Ceci est confirmé par Martínez et al (2016), qui ont trouvé que, l’effet de la 

force du champ électrique sur le rendement en phycocyanine, augmente progressivement, 

lorsque des traitements de CEP sont appliqués à des températures plus élevées (de 10 à 40 °C 

le rendement a augmenté de 25% à 15 kV / cm et de 60% à 25 kV / cm). 

Idem pour l’interaction entre les facteurs intensité CEP et temps (E et t). Le temps de 

traitement (t) est un facteur très important pour l’extraction des PbP qui, lorsqu’il est à son 

niveau le plus haut (72 µs) entraîne une concentration en PbP extraite d’environ 0,15 g/L 

(alors qu’initialement elle était de 0,096 g/L). 

Par contre l’interaction entre la température et le temps de traitement (T et t) ne montre 

pas une corrélation positive. La concentration en PbP diminue avec l’augmentation de la 

température. Elle passe de 0,128 à 0,112 g/L, lorsque le temps de traitement est à son niveau 

supérieur (72 µs). Par contre une très légère augmentation de la concentration en PbP (de  

0,112 à 0,113 g/L) a été observée lorsque le temps de traitement est à son niveau inférieur 

(24 µs). Donc le temps est un facteur important par ce qu’avec l’augmentation de la 

température il diminue le rendement d’extraction des PbP.  

Concernant l’effet des interactions sur la pureté de C-PC (la figure 4.5.b), on remarque 

qu’il existe une interaction entre E et T, car, lorsque la température est à son niveau inférieur 

(20 °C), l’intensité du CEP a un effet positif sur la pureté de la C-PC.  C’est donc E un facteur 

important qui permet d’augmenter la pureté qui passe de 0,63 à 0,77. Par contre si T est à son 

niveau supérieur (40 °C), E a un faible effet sur la pureté (elle passe de 0,47 à 0,46).  

Une interaction entre E et t a été également observée. Lorsque t est à son niveau 

supérieur (72 µs), la pureté est plus importante car elle augmente en même temps que 

l’intensité du CEP, ce qui n’est pas le cas lorsque t est au niveau inférieur (0,54 à 0,64 vs 0,56 

à 0,57). 
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Pour ce qui est de l’interaction entre T et t, les deux paramètres réunis diminuent la 

pureté. Cette dernière diminue encore plus (elle passe de 0,75 à 0,43) lorsque t est à son 

niveau supérieur. Ceci peut être expliqué par le fait que les pigments photosynthétiques de la 

spiruline ou les phycocyanines sont constitués de sous-unités protéiques sensibles à la 

chaleur.  

Cette hypothèse est confirmée par Sheng et al (2011). Les auteurs ont évalué  les effets 

de perturbation cellulaire d’un traitement par champ électrique pulsé (Focused Pulsed, FP) sur 

la microalgue Synechocystis PCC 6803. Ils ont noté la dénaturation des pigments 

photosynthétiques en utilisant la microscopie de fluorescence. Ils n’ont observé aucune auto-

fluorescence rouge dans les cellules traitées par FP à une température de 54 °C et 71,7 

kWh/m
3 

d’intensité. Cette disparition de l’auto-fluorescence est confirmée par le changement 

dans la couleur de la culture passant du vert foncé à jaunâtre, après traitement par FP. Ce qui 

confirme la dénaturation de la phycocyanine et des pigments chlorophylles. D’après ces 

auteurs ces observations indiquent que la destruction des pigments photosynthétiques peut 

être attribuée à la dénaturation thermique.  

Selon Seo et al (2013), la phycocyanine est très sensible aux variations de température 

et de pH de son environnement et ce en raison de ses sous-unités polypeptidiques. Par 

conséquent, il convient d’appliquer une méthode de séparation plus efficace en termes de 

temps et de coût, que la méthode de séparation classique. Pour cela il est impératif d’isoler la 

phycocyanine de Spirulina platensis en peu de temps à basse température. D’après les 

auteurs, la phycocyanine isolée, en utilisant le procédé à haute pression est stable car 

l’expérience se déroule dans des conditions de basse température. Dans ces conditions 

expérimentales, la membrane cellulaire de Spirulina platensis a été détruite sans qu’il y’ait eu 

dénaturation de la phycocyanine. Celle-ci est en effet une  chromoprotéine composée de sous-

unités de polypeptides α et β, sensibles à la température. 

En plus des paramètres étudiés, d’autres facteurs interviennent également sur le 

traitement par CEP. Les travaux de Yun et al., (2016), sur l’effet du CEP sur la membrane de 

Salmonella typhimurium, ont montré que lorsque la conductivité électrique de la suspension 

algale est faible (0,18 mS/cm) elle influence sur l’énergie spécifique délivrée  dans 

l’échantillon et permet de diminuer le temps de traitement pour l’inactivation de la bactérie. 

Le même résultat est constaté pour un pH de 6-7.  
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C’est la raison pour laquelle lors de cette étude, un tampon phosphate (pH = 7) a été 

utilisé. Il permet d’une part, de stabiliser le pH au cours du traitement et d’autre part de 

diminuer le temps de traitement en faisant baisser la conductivité électrique de notre 

échantillon. 

4.4.3 Optimisation 

La recherche de l’optimum se fait à partir de la fonction désirabilité qui permet 

d’optimiser la réponse. Les valeurs de cette fonction sont comprises entre 0 et 1. La valeur de 

0 est attribuée lorsque les facteurs conduisent à une réponse inacceptable et celle de 1 lorsque 

la réponse représente la performance maximale désirée pour les facteurs considérés. La figure 

suivante (Fig. 4.6) montre la surface de réponse en fonction de la désirabilité, estimée pour un 

temps de traitement de 48 µs. 

 

Figure 4.6 Optimisation multi réponse 
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Le tableau (4.5) indique les combinaisons des niveaux des facteurs qui maximisent la 

fonction de désirabilité. Il indique également la combinaison des facteurs pour laquelle 

l’optimum est atteint.  

Selon (Roe 2000 ; Viskari et Colyer, 2003) dans Hemlata et al. (2011), la sélection 

d’un tampon approprié pour une extraction maximale des phycobiliprotéines est cruciale, car 

celui-ci assure que les protéines ne sont pas dénaturées en raison du changement de pH. Lors 

de la comparaison de divers tampons, le tampon phosphate de sodium a été considéré comme 

le meilleur tampon avec 100,5 ± 0,22 mg/g de phycobiliprotéines, tandis que l’eau double 

distillée a extrait à peine 83,6 ± 0,17 mg/g. D’après les auteurs, ce plus faible rendement peut 

être dû à l’incapacité de l’eau distillée à lyser la paroi cellulaire réduisant ainsi l’infiltration de 

pigment phycobiliprotéine.  

Soni et al. (2008) et Hemlata et al. (2011) ont également observé que le tampon 

phosphate de sodium (pH=7,0) agit de façon efficace pour l’extraction de phycocyanine chez 

Oscillatoria et Spirulina. Le tampon phosphate de sodium possède également une propriété 

d’inhibition aux enzymes métaboliques, assurant de ce fait la stabilité des protéines pendant 

plusieurs semaines à 4 °C. 

Tableau 4.4 : Évolution de la fonction de désirabilité en fonction des différents essais. 

      Désirabilité Désirabilité 

Essai PbP Pureté Prévue Observée 

1 0,11 0,62 0,32 0,37 

2 0,11 0,64 0,41 0,40 

3 0,15 0,85 0,88 0,84 

4 0,13 0,47 0,19 0,24 

5 0,13 0,43 0,18 0,00 

6 0,09 0,50 0,16 0,14 

7 0,08 0,43 0,00 0,00 

8 0,13 0,67 0,54 0,56 

9 0,12 0,48 0,38 0,22 

10 0,12 0,69 0,38 0,51 

11 0,10 0,62 0,36 0,36 

12 0,11 0,64 0,45 0,39 

13 0,16 0,85 0,92 1,00 

14 0,14 0,47 0,24 0,26 

15 0,15 0,43 0,24 0,05 

16 0,09 0,50 0,20 0,15 

17 0,08 0,43 0,00 0,00 

18 0,12 0,67 0,58 0,50 

19 0,12 0,69 0,42 0,51 

20 0,12 0,59 0,42 0,40 
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Tableau 4.5 : Optimisation de la désirabilité. 

Facteur Bas Haut Optimum 

codé  

Optimum  Réponse Optimum 

Intensité de CEP 

(kV/cm) 

-1,0 1,0 1,0 45 PbP  

(g/L) 

0,163 

Température (°C) -1,0 1,0 -1,0 20 Pureté 0,849 

Temps (µs) -1,0 1,0 1,0 72 

4.4.4 Activité antioxydante de la phycocyanine  

Dans cette étude, nous avons démontré l’activité antioxydante de la phycocyanine 

après avoir effectué une purification partielle de la C-PC, atteignant une pureté  

respectivement de 0,85, 2,72 à 4,08 pour  l’extrait brut, le sulfate d’ammonium à 25 et à 50 %. 

Sachant que pour une pureté égale à 0,7, la C-PC est de qualité alimentaire, les fractions qui 

présentent une pureté supérieure à 4 sont considérées comme très pures (Boussiba et 

Richmond, 1979). 

Il est donc important d’identifier et de caractériser de nouvelles sources d’antioxydants 

naturels fiables. Pour cela, nous avons étudié l’activité antioxydante d’un extrait de 

phycocyanine d’une pureté de 4  par rapport à l’activité de piégeage du radical hydroxyle 

DPPH (Figure 4.7).  

 

 

 

Figure 4.7 : Pourcentage du piégeage des radicaux libres DPPH en fonction des 

concentrations en phycocyanine (µg/ml). 
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Selon les résultats obtenus, des niveaux élevés du pourcentage de l’activité 

antioxydante (87 et 90 %) ont été enregistrés à une concentration de 200  et 1000 μg / mL 

respectivement, après 30 minutes d’incubation.  

Ces résultats corroborent à ceux rapportés par Shalaby et Shanab (2013), qui ont 

montré 95,3% de l’activité antioxydante totale pour les mêmes conditions expérimentales que 

celles de notre étude.  

Nous avons également observé que l’activité antioxydante augmentait 

proportionnellement à l’augmentation de la concentration en phycocyanine (variant entre 10 

μg/mL jusqu'à 200 μg/mL). Au-delà de cette dernière concentration l’activité varie 

légèrement.  

Les valeurs du pourcentage d’inhibition de l’activité radicalaire en fonction de la 

concentration en C-PC, et leur augmentation apparentée avec la teneur en phycocyanine 

démontrent l’activité antioxydante de cette biliprotéine. Selon Estrada et al., (2001), la 

biliprotéine s'est avérée être le principal associé à l’activité antioxydante de l’extrait protéique 

de S. platensis. 

Seo et al. (2013) ont trouvé un taux élevé d’inhibition des radicaux libres d’oxygène 

(83 %) pour des concentrations en phycocyanine de 50 μM. Dans leur étude, les auteurs ont 

extrait la phycocyanine en utilisant le procédé à haute pression qui est une technologie 

innovante. 

Afin de vérifier la puissance de l’activité antioxydante de la phycocyanine, nous avons 

fait une comparaison entre la concentration inhibitrice de la phycocyanine à 50 % (IC50) et 

celle d’un antioxydant standard habituellement utilisé l’hydroxytoluène butylé (BHT). Les 

résultats de l’essai ont montré que la concentration de phycocyanine nécessaire pour réduire 

50% des radicaux libres de DPPH dans le milieu réactionnel est de 9,6 µg / mL (figure 4.7).  

Selon la courbe de la figure 4.8, la concentration en BHT (IC50) correspond à 18,48 

μg/mL. Il est à noter que plus la concentration de l’extrait, efficace pour l’inhibition de 50 %, 

est basse plus son pouvoir antioxydant est important (c'est-à-dire, une valeur inférieure de 

IC50 de DPPH indique une meilleure capacité de piégeage de radicaux libres de l’extrait).  
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D’après ces résultats le IC50 de la C-PC et du BHT est respectivement de 50 μg/mL et 

18,48 μg/mL. La C-PC possède donc un pouvoir antioxydant très élevée. Ces résultats sont 

conforment à ceux obtenus par; Romay et al (2003) ; Guan et al. (2009) ;  Shalaby et Shanab, 

(2013) et Chen et al., (2014) .  

 

 

Figure 4.8 : Pourcentage d'inhibition du radical libre DPPH en fonction des 

concentrations du BHT (µg/ml). 
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Ce spectre IR fournit un renseignement important sur la structure de la C-

phycocyanine et peut être utilisé pour une identification rapide. 

 

Figure 4.9 : FTIR de la phycocyanine. 
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4.5 Conclusion 

Nous avons démontré, dans le cadre de notre étude, que les principaux paramètres, à 

savoir l’intensité du champ électrique, le temps de traitement et la température, ainsi que leurs 

interactions sont des éléments critiques pour permettre l’extraction des phycobiliprotéines 

dotées d’une bonne pureté de C-PC,  à partir de la biomasse fraîche d’A. platensis. L’intensité 

de CEP s’avère être le paramètre le plus important qui influe sur l’électroporation de cette 

microalgue. 

Les résultats de l’optimisation ont montré que les conditions optimales pour maximiser 

le rendement en PbP (0,16 g/L) avec une bonne pureté de C-PC (0,85), s’obtenaient pour une  

intensité de CEP égale à 45 kV/cm, à une température de 20 °C et durant un temps de 

traitement n’excèdant pas75 µs.  

Il ressort également de cette étude, que la C-PC receuillie après avoir subi une 

prépurification possède une activité antioxydante très élevée, avec un IC50 égal à 9,6 μg/mL, 

supérieure à celle du BHT (IC50=18,48).  
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5.1 Conclusions 

L’objectif primordial de cette étude consiste en l’extraction des composés bioactifs 

présents dans la spiruline, par le biais d’une technique innovante de désintégration cellulaire à 

savoir le traitement par champ électrique pulsé (CEP). Pour atteindre cet objectif, plusieurs 

études expérimentales ont été réalisées.  

Dans la première partie, une caractérisation sur le plan biochimique et phytochimique 

de cinq souches de spiruline a été effectuée. Deux d’entre elles ont été cultivées dans des 

conditions contrôlées, à l’échelle de notre laboratoire. Les trois autres souches ont été utilisées 

sous forme de poudre, en provenance de la région de Tamanrasset, du lac Tchad et d’Hawaï. 

Le but recherché durant cette étude est d’une part la maîtrise de la culture de la spiruline et 

d’autre part, la production d’une biomasse importante riche en composés bioactifs 

principalement les phycobiliprotéines (PbP).  

Sur la base des résultats obtenus, la souche HTam cultivée au laboratoire a été 

sélectionnée pour la suite des travaux en raison de sa richesse en phycocyanine brute (plus de 

24 %). Nous avons ainsi pu réaliser dans un premier temps, une analyse comparative de 

l’efficacité de plusieurs procédés d’extraction innovants et conventionnels (CEP en mode 

statique et en mode continu, ultrasons et congélation/décongélation), des phycocyanines à 

partir de la spiruline fraîche. 

Le processus du champ électrique pulsé a le mieux prouvé son efficacité dans 

l’amélioration du rendement d’extraction des PbP à partir de la spiruline fraîche. Par la suite, 

une étude expérimentale a été réalisée dans le but de déterminer précisément l’effet de 

différents paramètres (l’intensité du CEP, la température et le temps), sur l’efficacité du 

traitement par CEP. En dernier lieu, une modélisation et une optimisation ont été réalisées  

pour augmenter le rendement d’extraction des phycobiliprotéines par CEP, avec une bonne 

pureté de la C-PC.  

Les principales conclusions et contributions aux connaissances résultant de cette 

recherche peuvent être résumées ci-dessous : 

1- L’étude de la composition de la spiruline a permis de démontrer son extrême richesse 

en nutriments (principalement les protéines), en  micronutriments tels que fer, Cu, Mn, 

ou encore en acides gras essentiels (ω-6) et en composés bioactifs (C-PC, polyphénols 
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et caroténoïdes). La présence de tous ces constituants réunis dans un seul et même 

microorganisme apporte à celui-ci une valeur nutritionnelle unique. 

2- Les exigences simples des microalgues pour leurs croissances rendent ces 

microorganismes extrêmement faciles à cultiver. La microalgue A. platensis 

(spiruline) peut croître en milieu naturel ou semi-naturel et en culture synthétique. 

Dans ce dernier cas,  la culture doit être contrôlée dans le but d’obtenir une production 

massive de biomasse d’une valeur nutritive élevée.  

3- Il est impératif, lors de l’achat de la spiruline pour sa propre consommation, de 

s’assurer de son origine, de sa composition et des conditions dans lesquelles elle a été 

cultivée et récoltée. Ceci est dû aux différences de composition et aux risques de 

contaminations microbiologique et toxicologique. Il faut être attentif à la composition 

des spirulines surtout celles issues d’une culture non contrôlée. Indubitablement, les 

résultats obtenus dans cette étude le prouvent, les conditions de culture qu'elles soient 

naturelles ou artificielles influent de façon significative sur la composition 

nutritionnelle de manière qualitative ou quantitative.  

4- La comparaison de l’efficacité des différents traitements (CEP en modes statique et 

continu, ultrasons, congélation/décongélation) sur l’amélioration de l’extraction des 

phycobiliprotéines à partir de la microalgue A. Platensis n'avait jamais été étudiée 

auparavant. Cette étude montre que la technologie du CEP se révèle être une 

technologie prometteuse pour l’extraction des phycobiliprotéines, et ce en raison de 

ses multiples avantages : non thermique, rapide, ne nécessitant l’emploi d’aucun 

solvant ou de produit chimique et permettant une grande reproductibilité. 

5- L’application du CEP en mode continu offre un bon potentiel pour remplacer les 

techniques conventionnelles de désintégration des cellules, jugées trop couteuses et 

destructrices de l’extrait. De plus, cette même application en continue durant de 

courtes durées de traitement (de l’ordre de la microseconde), en fait une technique de 

choix pour l’extraction des composés bioactifs intracellulaires.  

6- Les résultats de l’optimisation ont montré que pour avoir un bon rendement 

d’extraction de PbP (16,3%) avec une bonne pureté (≥ 8), il suffisait d’appliquer une 

forte intensité de CEP (45 kV/cm) pour un laps de temps très court (72 µs) en 

travaillant à  température ambiante (20 °C).  
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7- La réduction du nombre d’étapes de purification de la phycocyanine, après extraction 

par CEP, à aussi permis d’avoir une quantité importante de C-PC d’une pureté très 

élevée (environ 4). Dans la plupart des cas, les récupérations finales était faibles en 

raison du grand nombre d’étapes nécéssaires pour atteindre des niveaux de pureté très 

élevée. 

8- L’étude des propriétés antioxydantes des phycocyanines extraites d’A. Platensis par le 

champ électrique pulsé a montré que les C-PC extraits puis seulement prépurifiés sont 

d’excellents anti-radicaux et antioxydants naturels. 

5.2  Perspectives   

La spiruline, l’aliment le plus riche en protéines connu à ce jour. Actuellement, il 

s’agit plus d’un complément alimentaire que d’un aliment simple. Au vu des multiples 

avantages fournis par une production locale et d’un apport économique, d’une denrée riche de 

promesses dans un pays où l’alimentation traditionnelle, soit par manque de ressources soit 

par ignorance, ne procure pas un apport nutritionnel quotidien suffisamment équilibré. Nous 

souhaiterions que la production de spiruline devienne une priorité pour notre pays. 

Dans le cadre de l’utilisation de la phycocyanine dans le domaine du nutraceutique et 

de la nutrition humaine, il est également intéressant de compléter cette étude par d’autres  

analyses, à savoir le dosage des acides aminés, des vitamines et de s'assurer que les limites de 

sécurité des métaux lourds ne soient pas dépassés. Concrètement ces travaux de recherche 

gagneraient à être poursuivis pour une meilleure valorisation de cet aliment. 

De même, pour augmenter les rendements de production des composés bioactifs de 

valeur élevée (Phycobiliprotéines, ω-6 et ω-3) de cette microalgue, des modifications 

génétiques peuvent être évaluées. Plus encore, les conditions de croissance de sa culture 

(température, nutriments, lumière) devraient davantage être évaluées, et ce dans le but 

d’augmenter la quantité de composés bioactifs produits par ces microorganismes.  

Les méthodes d’extraction par CEP et de purification de la phycocyanine ont été 

étudiées à l’échelle de laboratoire et de manière réduite. Si l’on désire rentabiliser la 

production de spiruline pour son utilisation à des fins pharmaceutiques et alimentaires, 

l’application de ces méthodes doit passer à l’échelle industrielle. L’avantage le moins 

négligeable est que la technologie de CEP ne consomme pas beaucoup d’énergie. 
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Les interactions entre le produit à traiter et le processus du CEP ainsi que les éventuels 

changements indésirables, restent incertains. Pour cette raison, chaque nouvelle technologie 

est subordonnée à une autorisation requise dans le cadre du règlement législatif sur les 

nouveaux aliments. 

La C-PC est une molécule qui se dégrade très rapidement, après son extraction, du fait 

de conditions telles que la lumière, la température et la contamination par les 

microorganismes entraînant, malheureusement, une décomposition de ces protéines. Il serait 

judicieux d’entreprendre des études en vue d’augmenter la stabilité de l’extrait de 

phycocyanine par l’ajout d’agent de conservation, sans danger pour le consommateur. 

Enfin, les efforts devraient se concentrer sur la réduction de la perte de produits et des 

coûts d’équipement et d’énergie associés aux étapes d’extraction, de purification et de 

stabilisation. De plus, la transformation en aval et à grande échelle de la technologie du CEP 

pour l’extraction des phycocyanines devrait être améliorée afin de développer des procédés 

économiquement viables et respectueux de l’environnement. 
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Annexe 1  

Composition des milieux de culture Hiri et Zarrouk. 

Component (g/L) Hiri medium Zarrouk's medium 

NaHCO3 16 16,8 

NaCl 1 1 

NH4H2PO4 0,1 _ 

NaNO3 _ 2,5 

CaCl2/2H2O  0,1 0,02 

EDTA _ 0,08 

FeSO4/7H2O  0,01 0,01 

MgSO4/7H2O 0,1 0,2 

K2SO4 0,5 1 

K2HPO4 _ 0,5 

Urée azotée CO(NH2)2  0,1 _ 

Micronutrient* _ 1 ml 

*Micronutrient solution: H3BO3, 2.86; MnCl2/4H2O, 1.81; ZnSO4/4H2O, 0.222; Na2MoO4, 0.0177; 

CuSO4/5H2O, 0.079 (g/L). (Madkour et al., 2012) 

Annexe 2 

Procédure de Van – Soest (1963) 

Echantillon 

                                                 

 

  Neutral detergent solution 

 

 

 

      Soluble                               Insoluble (résidu) 

                Constituants cellulaire (CC)            (Neutral Detergent Fiber) Parois Cellulaire 

             Protéine                                               Cellulose 

                         Lipide                                                  Hemicellulose 

                                     Carbohydrate soluble                          Lignine 

                                     Cendre soluble                                    Cendre insoluble  

 

NDF % =  (Poids du résidu/ poids de la matière sèche) x 100   

Composition du détergeant NDS (Neutral detergent solution):  

30.0 g Sodium lauryl sulfate; 18.61 g Ethylene diamine tetraacetic Disodium Salt, Dihydrate 

(EDTA); 6.81 g Sodium tetraborate decahydrate; 4.56 g Sodium phosphate dibasic, 

anhydrous; et 10.0 ml triethylene glycol, le tout dans 1 L H2O distillée. Agitation et chaffage 

pour faciliter la solubilisation des constituants. Ajuster le pH à  6.9 to 7.1. 

 

 

 

 



Annexe 3  

 

 

 

 

 

 

 

Droite d’étalonnage A570 nm = f (masse de glucose) 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

y = 0,0493x - 0,0467 
R² = 0,9974 
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Courbe d'étalonnage des glucides  



Annexe 4:  

Conditions opératoires de l’analyse du profil en AG par CPG 

 

Conditions Opératoires 

 pour les esters méthyliques  

Chromatographe Chrompack CP 9002 

Détecteur FID (250 °C) 

Injecteur SPLIT 1/100 (250C°) 

Gaz vecteur Azote0  1ml/mn 

Colonne Capillaire DB23( 50% Cyanopropyl ) 

Longueur  30 m 

Diamètre intérieur  0,32 mm *0.25 UM 

Epaisseur 0,25 µm du film 

Températures  

Injecteur 250°C 

Détecteur 250°C 

Four 
200 C° 

 

Quantité injectée 01 Ul 

Vitesse du papier( Intégrateur) 0.5 cm/ mn 
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Courbe d’étalonnage des phénols totaux 

Droite d’étalonnage A765 nm = f (masse de l’acide gallique) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

y = 0,0107x + 0,0065 
R² = 0,9993 
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Annexe 6 

Analyse de la variance pour PhP 

Source Somme des carrés DDL Moyenne quadratique Rapport F Proba. 

A:Intensité CEP 0,006983 1 0,006983 136,93 0,0000* 

B:Température 0,00024792 1 0,00024792 4,86 0,0497* 

C:Temps 0,000223144 1 0,000223144 4,38 0,0605 

AB 0,000500386 1 0,000500386 9,81 0,0095* 

AC 0,000464387 1 0,000464387 9,11 0,0117* 

BC 0,000286488 1 0,000286488 5,62 0,0371* 

ABC 0,0000499892 1 0,0000499892 0,98 0,3434 

blocs 0,0000821881 1 0,0000821881 1,61 0,2305 

Erreur totale 0,000560978 11 0,000050998   

Total (corr.) 0,00939848 19    

             Un astérisque est placé à coté des valeurs qui répondent à des tests significatifs 

 

 

Annexe 7 

Analyse de la variance pour Pureté 

Source Somme des carrés DDL Moyenne quadratique Rapport F Proba. 

A: Intensité CEP 0,0131103 1 0,0131103 4,03 0,0698 

B: Température 0,224676 1 0,224676 69,12 0,0000* 

C: Temps 0,002025 1 0,002025 0,62 0,4466 

AB 0,021025 1 0,021025 6,47 0,0273* 

AC 0,009216 1 0,009216 2,84 0,1204 

BC 0,0238702 1 0,0238702 7,34 0,0203* 

ABC 0,00416025 1 0,00416025 1,28 0,2820 

blocs 0,0006728 1 0,0006728 0,21 0,6580 

Erreur totale 0,0357573 11 0,00325066   

Total (corr.) 0,334513 19    

             Un astérisque est placé à coté des valeurs qui répondent à des tests significatifs 

 

 



Annexe 8 

Analyse de la variance ANOVA et Coefficients pour déterminer l’influence des 

différents paramètres sur l’extraction des PhP à partir de Spirulina. 

Source DDl coefficients F-Ratio P value. 

Coefficients  +0,1166   

A:Intensité CEP  1 +0,0209 137,15 0,0000* 

B:température 1 -0,0039 4,87 0,0476* 

C:temps 1 +0,0037 4,38 0,0582 

AB 1 +0,0056 9,83 0,0086* 

AC 1 +0,0054 9,12 0,0107* 

BC 1 -0,0042 5,63 0,0353* 

Blocs 1  1,61 0,2280 

Erreur totale 12    

Total (corr.) 19    

R2  93,50   

R2-adj  89,71   

SEE  0,0071   

MAE  0,0044   

                         SEE : Erreur type d’estimation, MAE : erreur absolue moyenne 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Annexe 9 

Analyse de la variance ANOVA et Coefficients pour déterminer l’influence des 

différents paramètres sur la pureté de la CPC de Spirulina 

Source DDl coefficient F-Ratio P value. 

Coefficients  +0,583   

A: Intensité CEP 1 +0,029 3,94 0,0705 

B:temperature 1 -0,118 67,54 0,0000* 

C:time 1 +0,011 0,61 0,4504 

AB 1 -0,036 6,32 0,0272* 

AC 1 +0,024 2,77 0,1219 

BC 1 -0,039 7,18 0,0201* 

Blocs 1  0,20 0,6609 

Erreur totale 12    

Total (corr.) 19    

R2  88,067   

R2-adj  81,106   

SEE  0,057   

MAE  0,029   

                      SEE : Erreur type d’estimation, MAE : erreur absolue moyenne 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Annexe 10 

Test de Fisher (Analyse de la variance) 

 

Analyse de variance pour PbP 

Source Somme des carrés Ddl Carré moyen F Probabilité 

Modèle 0,00745407 3 0,00248469 20,45 0,0000 

Résidu 0,00194442 16 0,000121526   

Total (Corr.) 0,00939848 19    

 

Analyse de variance pour la pureté 

Source Somme des carrés Ddl Carré moyen F Probabilité 

Modèle 0,239811 3 0,0799371 13,51 0,0001 

Résidu 0,0947016 16 0,00591885   

Total (Corr.) 0,334513 19    
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