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Introduction

Les protéines occupent une place importante dans I’alimentation vue toutes les les fonctions
qu’elles remplissent dans la vie des cellules rendant leur disponibilité dans I’alimentation
essentielle dans la vie. Avec le changement climatique et la croissance demographique, un défi
important se pose pour I’alimentation. Il s’agit de produire plus avec moins de ressources
(Schneider et al., 2011; Wu et al., 2014).

De nos jours, les ressources destinees a la production de protéines animales sont les plus
importantes pour I’alimentation humaine. La production de 1 kg de protéines animales nécessite
4,9 kg de protéines végétales (Guéguen et al., 2016). Donc, Il y a donc une pression importante
sur l'agriculture par I'intensification des cultures (De Boer et Aiking, 2011). Afin de répondre
au défi alimentaire mondial, les chercheurs sont a la recherche de nouvelles sources de protéines
en accordant plus d'attention aux sources de protéines non conventionnelles (Becker, 2007).
Au cours des dernieres années, les chercheurs ont privilégié les microalgues, en particulier les
cyanobactéries, en raison de leur teneur élevée en protéines. Les cyanobactéries peuvent étre
trouvées dans les glaciers terrestres, aériens, marins ; environnement d’eau saumatre et d’eau
douce. En conséquence elles ne concurrencent pas I’agriculture traditionnelle dans I’eau et la
terre. Parmi les microalgues, la Spiruline (Arthrospira platensis) attire une plus grande attention
grace a sa composition. Elle contient jusqu'a 70% de protéines, de nombreuses vitamines, des
sels minéraux, des acides gras et la plupart des acides aminés, ce qui en fait une source unique
et compléte de protéines (Mahajan et Ahluwalia, 2010). La spiruline est autotrophe, elle ne
nécessite que des composés inorganiques et de la lumiere comme source d'énergie pour sa
croissance et son développement (Pignolet et al., 2013). Dans les pays occidentaux, les produits
a base d'algues sont également devenus populaires sans, pour autant I’existence d’une tradition
de leur utilisation. La spiruline est souvent utilisée comme complément pour prévenir les
carences alimentaires dans certains pays développés (Finamore et al., 2017). Dans certains
pays en developpement, la spiruline est utilisée pour lutter contre la malnutrition (Simpore et
al., 2005). Malgre sa richesse nutritionnelle, la consommation de la spiruline se trouve en butte
a ses qualités sensorielles qui diminuent son acceptabilité par le consommateur. Cependant, son
incorporation dans un aliment contribue & améliorer son acceptabilité en dissimulant les
propriétés indesirables (Vanthoor-Koopmans et al., 2013). Pour atteindre cet objectif, il est

nécessaire, d’abord, d’étudier sa stabilité physico- chimique et microbiologique.



La stabilité physico-chimique et microbiologique dépend de la teneur en humidité des aliments
séchés et des conditions de stockage (Deshmukh et al., 2017). Les isothermes de sorption sont
réputées étre un bon outil pour étudier le comportement de I'état de I'eau pendant le séchage et
le stockage des aliments (Muzaffar et Kumar, 2016).

L’eau étant connue pour étre un solvant pour les molécules ioniques et les molécules polaires,
sa capacité a dissoudre ces substances diminue considérablement et disparait méme lorsqu’elle
est adsorbée. Cette diminution du pouvoir solvant de I'eau a donc été confirmée pour les cellules
de levure et I'amidon (Duprat et Guilbot, 1975). De leur c6té, Guilbot et Lindenberg (1960)
ont appliqué ces propriétés de I’eau adsorbée pour déterminer avec succes la relation entre le
pouvoir solvant de I’eau et les caractéristiques de la courbe de sorption. Ces chercheurs ont
donc souligné I'importance du point critique qui correspond a la teneur en eau optimale et a
I'activité de I'eau ou toutes les réactions d'altération sont inhibées lors du stockage des aliments
(Guilbot et Lindenberg, 1960). Parmi les travaux réalisés sur les isothermes sorption de la
spiruline, on peut citer ceux de Desmorieux Decaen (2005) qui ont conclu que la poudre de
spiruline est caractérisée par une forte hygroscopie et ceux de Oliveira et al. (2009a) qui ont
rapporté que l'isotherme de sorption est contrélée par I'enthalpie . Il est a noter qu’il n’existe
que peu d’études sur la détermination de la teneur en eau des solvants et sur les conditions

optimales de stockage de la poudre de spiruline.

L’incorporation de la spiruline dans les produits alimentaires obéit a un premier objectif
nutritionnel, a savoir, I’enrichissement en protéines. Or, les protéines exercent aussi un effet sur
I’acceptabilité de I’aliment en améliorant sa texture, sa couleur et sa durée de vie ; ce sont les
propriétés fonctionnelles des protéines. Ces propriétés, dues a la structure hétérogene des
protéines, contribuent a la qualité sensorielle des aliments (Zayas, 2012).En effet, la nature
amphiphile des protéines leur permet d’interagir avec les autres composants de I’aliment avec
un impact important sur le goQt et la texture (Alves et Tavares, 2019). En conséquence,
I’utilisation des protéines dans I’industrie agroalimentaire reste conditionnée par leurs
propriétés technofonctionnelles (Pereira et al., 2018). Ces propriétés peuvent , non seulement,
contribuer au processus, mais aussi d’affecter le choix du consommateur a travers les propriétés
sensorielles du produit fini (Lupatini Menegotto et al., 2019). La méme source signale la rareté
des travaux sur les propriétés fonctionnelles des protéines de la spiruline et la nécessité d’en
entreprendre afin d’exploiter la richesse nutritionnelle de la spiruline. Dans ce sens, d’autres

auteurs proposent I’isolation des protéines avant leur incorporation dans le but d’éliminer tout



constituant indésirable pouvant influencer ou diminuer la digestibilité et la biodisponibilité de
certains nutriments (Demirhan et Ozbek, 2013). Dans cet objectif, I’extraction des protéines
de la spiruline est intéressante ; elles pourraient t étre incorporées aux produits alimentaires au
lieu de la biomasse entiére. Outre le fait nutritionnel, les protéines peuvent améliorer
I’acceptabilité des produits alimentaires grace a leurs proprietés fonctionnelles , telles que
I’émulsification, I’absorption d’huile et d’eau (Ogunwolu et al., 2009). En conséquence, la
valeur nutritionnelle et I'acceptabilité des aliments sont assurées. Il est, néanmoins, nécessaire
de signaler que les travaux sur la desodorisation de la poudre spiruline se trouvent en butte a la
nécessité d’utilisation de solvants qui peuvent influencer les propriétés fonctionnelles. Ce
processus demeure difficile vu que les composants odoriféres proviennent de plusieurs
composants de la spiruline tels que les acides gras, les pigments et les protéines (Cuellar-
Bermudez et al., 2017).

Malgré cette richesse nutritionnelle et ces propriétés fonctionnelles, la consommation de
spiruline n’a pas fait I’objet d’une forte demande ; ses colts de production restent élevés par
rapports, a titre d’exemple , aux protéines de soja (Soto-Sierra et al., 2018). Pour surmonter

cet obstacle, les auteurs ont proposé deux solutions.

La premiére consiste a améliorer la rentabilité du processus sans influencer le prix par
I’optimisation en utilisant la Méthodologie de Surface de Réponse (MSR) ; c’est un ensemble
de techniques mathématiques et statistiques dont le but est d’améliorer le processus dans lequel
la réponse désirée doit étre optimisee (Bas et Boyaci, 2007). En outre, I'application de la
Méthodologie Surface de Réponse a I'optimisation des procédures analytiques est tres bénéfique
en raison de la génération d'une grande quantité d'informations a partir d'un petit nombre
d'expériences (Bezerra et al., 2008). Dans une étude sur I’optimisation de I’extraction des
protéines de la spiruline, la teneur en protéines a significativement augmenté, les trois
parametres utilisés dans cette étude sont le pH, le temps de solubilisation et la concentration de
la biomasse (Parimi et al., 2017).

La deuxieme solution est I’application de nouvelles techniques d’extraction; les codts
d’extraction représentent 50% a 60% du codt total (Vermué et al., 2018). Dans ce sens,
I’utilisation des ultrasons semble répondre a cet objectif. En effet, c’est une technique simple,
économique et écologique, car elle évite I’utilisation excessive de solvants (Nazari et al., 2018).

Certaines études ont récemment révélé que I’utilisation des ultrasons augmentait la



concentration de protéines de la spiruline (Safi et al., 2014a). Une autre étude montre I'effet
positif du temps de sonication et de I'énergie de sonication sur le rendement en protéines
(Lupatini et al., 2017).

En Algérie, pays semi-aride ou 47% de I'apport en protéines est importé (Akcay et Karasoy,
2017), de vastes étendues désertiques sont disponibles et adaptées a la production de spiruline.
Cela semble étre l'alternative au défi alimentaire en Algérie en augmentant I'apport local en
protéines soumis au probléme climatique de la faible pluviométrie. La spiruline est produite a
petite échelle dans le sud de I'Algérie. Aprés collecte, elle est soumise a un séchage au solaire
et vendue sous forme de poudre comme complément alimentaire. Certains auteurs ont étudié
I'incorporation de spiruline dans le couscous, plat traditionnel local. Cette étude a abouti a un
produit riche avec des caractéristiques technologiques et organoleptiques satisfaisantes
(Doumandji et al., 2012) . Dans une autre étude, la poudre de spiruline a été incorporée dans
mélange de zeste d’orange , de jus d’orange lyophilisé et de poudre de dattes. Un mélange de
10%,5%, 5% et 80% respectivement a recu une meilleure acceptabilité (Benahmed Djilali et
al., 2011).

Le but de notre travail est, tout d’abord de determiner les isothermes de sorption de la poudre
de spiruline. Ensuite, nous procederons a l'optimisation des propriétés fonctionnelles et de
I’extraction des protéines de la poudre de spiruline cultivée en Algérie en utilisant la

méthodologie de Surface de Réponse (MSR).

Pour cela, nous avons réparti notre travail en trois parties.

Une premiere partie consacrée a une etude bibliographique sur les protéines, leurs roles
physiologiques et nutritionnels, ainsi qu’une présentation de la spiruline, de sa riche
composition nutritionnelle, ses vertus thérapeutiques et les préalables a son incorporation dans

des produits alimentaires.

Dans la deuxieme partie (expérimentale) nous avons étudié les propriétes fonctionnelles de la
poudre de spiruline. Ensuite, nous avons déterminé les isothermes de sorption de la poudre de
spiruline dans le but d’étudier sa stabilité et de connaitre les conditions optimales de son
stockage. En fin de cette deuxiéme partie, nous avons étudié I’extraction des protéines a partir

de la poudre de spiruline. Dans cette partie expérimentale, I’optimisation par la Méthodologie



de Surface de Réponse est utilisée dans la détermination de I’influence des ultrasons sur des
propriétés fonctionnelles et sur I’extraction des protéines.
Enfin, dans la troisieme partie, nous avons exposé les résultats de notre travail avec des

interprétations et des comparaisons.
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I.1. Les protéines.

Le mot protéine a pour origine le mot grec « proteois » qui signifie priorité en référence a la
présence des protéines dans toutes les cellules (Hambraeus, 2014). Les protéines, d’un point
de vue biochimiqgue, sont des composants d’une haute complexité ou 20 acides aminés en sont
les éléments constitutifs (Tahergorabi et Hosseini, 2017). Elles sont composées de 50 a 55%
de carbone, 6 a 7% d’hydrogene, 20 a 23 % d’oxygene, 12 a 19% d’azote et 0,2 a 3 % de sulfure
(Damodaran, 2008).

Le rble des protéines dans I’alimentation revét une importance particuliére vu toutes les
fonctions qu’elles remplissent dans la vie de la cellule. En effet, ce sont des composants
essentiels de la cellule remplissant des roles physiologiques dans défense immunitaire, la
réception la structure, le stockage , la transmission et la reproduction (Hambraeus, 2014).
Elles sont impliquées dans la catalyse des réactions biochimiques, le transport membranaire, la
maintenance de la structure intracellulaire et les réactions génératrices d’énergie impliquant le

transport des électrons. (Misran et Jaafar, 2019).

Ces fonctions font des protéines un élément essentiel a la vie. Leur disponibilité dans
I’alimentation devient une nécessité d’ou I’importance des aliments riches en protéines. Ces

aliments sont d’origine animale ou vegétale.

1.1.1 Les protéines d’origine animale.

Constituées essentiellement des produits de I’élevage (viandes, ceufs, lait et dérivés) ou de la
péche (poissons), elles constituent 40% de I’apport protéique dans I’alimentation humaine
(Boland et al., 2013).

Elles ont une meilleure valeur nutritionnelle, car contenant la plupart des acides aminés et leur
digestibilité est élevée. Elles occupent aussi une place importante dans I’alimentation humaine
puisque 2 milliards d’individus vivent avec un régime basé sur la viande. Ce régime nécessite
plus de terres, d’énergie et de ressources en eau que le régime lacto- végétarien (Pimentel et
Pimentel, 2007). Cependant, ce régime qui est basé sur les produits de I’élevage dont la forte
pression sur les ressources a des conséquences disproportionnées sur la perte de la biodiversite,

le gaspillage d’eau et le changement climatique (Aiking, 2011). Dans un contexte de croissance
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démographique, il faut doubler la production mondiale de viandes, objectif apparemment
difficile, car I’alimentation animale consomme déja trois quarts de la biomasse produite a

I’échelle mondiale (Guéguen et al., 2016).

En plus de cet excés de consommation d’intrants et d’impact négatif sur I’environnement, on
reproche aussi a ce régime basé sur les protéines animales de nombreuses maladies. Ainsi, le
risque de cancer colorectal diminue du tiers dans le cas d’une réduction de consommation de
100g par jour de viande rouge ou de viande transformée. En général, la réduction de la
consommation de viandes rouges reduit le risque d’autres cancers dont celui du sein
(McMichael et al., 2007).

Dans une étude EPIC (European Center of investigation for Cancer and Diet), les résultats

suivants ont été constatés (Boffetta et al., 2010):

1. La prise de la viande rouge ou de la viande transformeée est associée a I’augmentation
du risque du cancer gastrique

2. Une association significative entre le cancer du sein et la prise des acides gras saturés.

3. Une prise importante des protéines et du calcium du lait est associée & I’augmentation

du risque du cancer de la prostate
Ce n’est pas le cas des protéines végétales auxquelles on attribue beaucoup de vertus.

1.1.2 Les proteines d’origine végétale

Elles fournissent 60% de I’apport calorifique mondiale (Dini et al., 2012) elles consomment
beaucoup moins d’eau, d’énergie et de ressources. Ainsi, 1 kg de protéines animales produites
nécessite 5 kg de protéines végétales. En conséquence, la production mondiale de viandes (29
millions de tonnes) nécessite pour leur production 4 millions de km2. La méme production de

protéines végétales n’aurait nécessité que 250 000 km? (De Boer et Aiking, 2011).

Consommant moins d’énergie et nécessitant moins de ressources, les protéines végétales
présentent une alternative pour le probléme de nutrition dans le monde. Ainsi, le riz, le mais et
le blé s’accaparent de 60% de I’apport calorique dans le monde, avec pour moyens des
économies d’échelle, I’utilisation de variétés a haut rendement et I’amélioration constantes des

pratiques agronomiques et de technologies post moisson (Dini et al., 2012).
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En conséquence, la problématique de la nutrition dans le monde reste inchangee. Il s’agit
d’augmenter la production en utilisant moins de ressources (Schneider et al., 2011). Cette
problématique est accentuée par la concurrence des biocarburants qui utilisent les terres
agricoles destinées auparavant a la nutrition humaine. La production de biocarburant pourrait
accaparer encore de 30 millions de ha surface agricole, et de 180 km® d’eau en 2030 (De
Fraiture et al., 2008) .En conséquence la recherche de nouvelles sources de protéines végétales
semble inévitable (Aiking, 2011).

1.1.3.Les nouvelles sources de protéines.

Le defi de nourrir les populations en croissance avec moins de ressources a poussé des
recherches de plusieurs auteurs. Parmi les solutions proposées, la culture d’algues retient
I’intérét des chercheurs pour deux principales raisons :

1. La richesse nutritionnelle des algues. Elles contiennent des acides gras insaturés, des
protéines, des pigments, des vitamines, des antioxydants, des minéraux et
oligoéléments.

2. La croissance des algues dans des milieux ou les plantes ne peuvent pas pousser ;
océans, déserts et d’autres environnements a haute salinité. Donc, la culture des algues

ne va pas concurrencer les cultures traditionnelles en ressources (terre et eau).

En plus, la culture des microalgues présente I’avantage d’un meilleur rendement en protéines
par rapport aux plantes cultivées comme source de protéines. Ainsi, le rendement en protéines
des microalgues varie entre 4 a 15 tonnes par hectare par année contre 0,6 a 1,2 tonne pour le
soja, 1 a 2 tonnes pour les légumineuses et 1,1 pour le blé (Van Krimpen et al., 2013).

Si la consommation des algues par I’Homme remonte a des milliers d’années, leur culture ne
remonte qu’a quelques décennies. Ainsi, les Azteques récoltaient et sechaient les algues pour
un usage alimentaire (Al-Dhabi, 2013), les tribus africaines autour du lac Tchad consommaient
une algue bleu verte dans une sauce(Desmorieux et Decaen, 2005). Hormis I’extréme orient
ou les algues restent consommeées jusqu’a ce jour, ce sont les deux seules traces de

consommation d’algues dans le monde dans I’antiquité.

Cet intérét pour les algues trouve son explication dans la richesse nutritionnelle des algues dont
le Tableau 1 retrace la composition de certaines en comparaison avec certains aliments a large

consommation ou réputés pour leur richesse nutritionnelle.
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Il est clair qu’avec un taux de protéines pouvant atteindre 70%, les algues peuvent étre
considérées comme une source de protéines. Cependant, ce n’est pas le seul point favorisant
cette place des algues. En effet, aprées étude de 10 algues, en plus de contenir 70% de protéines,
certaines algues « bleu-vertes » contiennent aussi jusqu’a 60% d’acides aminés essentiels avec
une digestibilité des protéines pouvant atteindre 90% (Pignolet et al., 2013) .

Tableau 1 : Composition générale de différentes sources d'alimentation humaine et de
certaines algues (% poids sec).

Produit Protéines | Glucides Lipides
Levure boulangére 39 38 1
Viande 43 1 34
Lait 26 38 28
Riz 8 77 2
Graines de soja 37 30 20
Anabaena cylindrica 43-56 25-30 4-7
Chlamydomonas

rheinhardi 48 17 21
Chlorella vulgaris 51-58 "12-17 14-22
Dunaliella salina 57 32 6
Porphyridium cruentum | 28-39 40-57 9-14
Scenedesmus obliquus 50-56 10-17 12-14
Spirulina maxima 60-71 13-16 6-7
Synechococcus sp 63 15 11

Source : (Falquet et Urni, 2006)

En effet, ces algues « bleu-vertes » ou cyanobactéries occupent une position taxonomique assez
spéciale. Elles ont un mode de croissance autotrophe, elles peuvent faire leur propre
photosynthése, associée a un systeme meétabolique bactérien (Reed et al., 1985). En
conséquence, avec des composés inorganiques aussi simples et disponibles dans la nature tels
que le gaz carbonique, I’azote, le sodium, le potassium et la lumiere, ces algues peuvent
synthétiser des nutriments nécessaires a I’alimentation humaine comme les lipides, les protéines

et les glucides (Pignolet et al., 2013).

Parmi ces algues, la plus cultivée dans le monde est la spiruline. En plus de sa richesse

nutritionnelle, sa culture est facile (Sharma et al., 2011).
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1.2. La spiruline.

La spiruline a été isolée la premiére fois en 1827. En 1852, on lui attribue le nom
« Arthrospira » a cause de sa forme hélicoidale et de sa structure multicellulaire. Les deux
genres ont eté réunifiés en 1932 sous la désignation de Spirulina. En 1989, leur classification a
encore été separée, mais la plupart des chercheurs lui attribuent le nom de spiruline (Wan et
al., 2016). La spiruline est, comme mentionnée précédemment, autotrophe, elle peut procéder
a la photosynthese et assimiler I’azote.

1.2.1 La photosyntheése.

Elle peut étre définie comme une réaction d’oxydoréduction conduite par I’énergie solaire dans
laquelle le dioxyde de carbone et I’eau sont convertis en métabolites et en oxygene (Sydney et
al., 2014).

Dans une premiere étape, I’énergie solaire est absorbée par les pigments qui transférent
I’énergie d’excitations vers des centres réactionnels ou elle sera stockée sous forme
photochimique comme le montre la Figure 1. Le centre reactionnel transforme I’énergie

photochimiqgue en énergie électrochimique par un mécanisme de séparation des charges.

Source : (Mathis, 2015)

Figure 1. Séparation et transfert d’énergie par les pigments.
La premiere réaction induite est I’oxydation des molécules d’eau et la libération du proton
H*(Mathis, 2015). Aprés plusieurs réactions de transfert d’électrons, I’ATP est produite et en

conséquence I’assimilation du carbone peut alors commencer (Stirbet et al., 2019). Chez les
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microalgues, la fixation du dioxyde carbone se fait par le cycle de Calvin comme le montre la

Figure 2.

Deux processus différents surviennent en fonction de la lumiére. (Sydney et al., 2019). Dans le
processus dépendant de la lumiére, I’énergie lumineuse est convertie en ATP et NADPH selon
I’équation :

Ensuite, dans le processus indépendant de la lumiere, le dioxyde de carbone est réduit par

addition d’hydrogene pour former des hydrocarbonés comme indiqué dans I’équation :

& ADP Carboxylation
Rdgéndration | ¢ ATP 6 x ribulose 1,5= 6 'CDE +
bizphozphate §HO
£
fructozc ¢ x ribuloze
6-phosphate S—phosphate 12 x 3-phosphoglycerate
XIE ATP
12 ADP
12 x glyceraldehyde 12 x 1. 3-bis
. 3-phosphate phozphoglycerate
saccharose
ou Réduction
amidon
12 MHADPH + 12 H+
12 p
12 NADP'

Source : (Heldt et Piechulla, 2010)
Figure 2. Cycle de Calvin

On peut aussi repartir la photosynthése en trois phases (Norena-Caro et Benton, 2018).
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1. Carboxylation : Dans cette phase, trois molécules de CO2 sont combinées au Ribulose
1,5-biphosphate pour produire six molécules de 3-phosphoglycerate. Cette réaction est
catalysée par I’enzyme Ribulose biphosphate carboxylase/oxygénase (Masojidek et al.,
2004)

2. Reduction : Dans cette phase, le NADPH et I’ATP sont utilisés pour réduire 3-
phosphoglycerate en triose phosphate a travers deux étapes. Tout d’abord, la
phosphorylation du glycérate P pour former le diphosphate glycérate. Ensuite, la
réduction de ce dernier en phosphoglycérate aldéhyde par NADPH, (Sydney et al.,
2014)

3. Régénération : Dans cette phase, c’est un ensemble de réactions biochimiques qui
commencent par la production de 1,6 biphosphate a partir de phosphoglycéraldéhyde et
se terminent par la phosphorylation du ribulose phosphate (Norena-Caro et Benton,
2018).

Les cyanobactéries sont les premiers organismes a utiliser la photosynthese pour convertir le
dioxyde de carbone en produits chimiques utiles, la capacité de fixation du CO> par les
cyanobactéries dépasse largement celle des plantes terrestres (Norena-Caro et Benton, 2018).
En général, les microalgues ont une meilleure capacité a convertir les photons et, ainsi,
synthétiser d’importantes quantités de biomasses. Elles sont capables de fixer du CO- tout en
capturant I’énergie solaire avec une efficacité 10 to 50 fois plus importante que les plantes
terrestres (Li et al., 2008). Concernant la spiruline, elle peut fixer 418 mg/l/ j (Sydney et al.,
2010). Comparativement aux plantes terrestres, sa capacité de fixation du carbone en grammes
par métre cube par heure (g /m3/H) est de 13,3 comparativement au mais (3,8-7,6 g/m?/H), blé
(1,8a3,59g/m#H) etde1,2a1,3g/m¥H pour I’arbre Euphorbia (Norena-Caro et Benton,
2018).

Il en est de méme pour I’absorption de la lumiere ou la spiruline montre un taux d’absorption
de 3% a 4% contre 1% pour les plantes terrestres (Packer, 2009). La diversité des pigments
dans la spiruline leur permet une meilleure utilisation de la lumiére visible située entre 400 nm
et 700 nm comme le montre la Figure 1 (Annexes). La chlorophylle peut absorber le spectre
bleu situe entre 400 et 500 nm. De leur coté, les caroténoides absorbent la lumiére entre 400 et
550 nm (Norena-Caro et Benton, 2018). Avec la présence de phycocyanine, la spiruline peut

absorber la lumiere entre 620 nm 650 nm (Heldt et Piechulla, 2010). Cependant, I’absorption
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de la lumiére par les plantes est située , en moyenne, entre 420nm et 450 nm (Stirbet et al.,
2019).

1.2.2 L assimilation de |’azote.

La particularité de la spiruline est qu’elle peut assimiler I’azote provenant de plusieurs sources
avec une priorité pour I’lammoniaque, le reste des sources n’est utilisé qu’apres expiration de
I’ammoniaque (L. et al., 2019). L assimilation de I’azote se fait a travers I’enzyme Glutamate
Déshydrogénase ( GDH) (Boussiba, 1989). Ensuite, la découverte de la glutamine synthétase
(GS) et du glutamate synthétase (GOCAT) ont changé ce concept (Inokuchi et al., 2002).
L’ammoniaque est assimilée par le systeme enzymatiqgue GS/GOGAT pour donner du
glutamate qui &, son tour, sera le donneur pour la synthése d’autres métabolites (Garcia-Pichel,
2009). Une étude sur I’effet des différentes sources d’azote sur la production de la biomasse a
montré un impact plus important du nitrate de sodium, suivi du nitrate d’ammonium ensuite de
I’urée (Costa et al., 2001). Cependant, il faut noter qu’a une concentration supérieure a 2mM,

I’ammoniaque et I’urée deviennent toxiques (Filali et al., 1997).

Avec la photosynthése et I’assimilation de I’azote, la spiruline peut synthétiser les 20 acides
aminés comme le montre la Figure 3. Nous remarquons que le glutamate est le plus important
donneur pour la synthése des autres acides amines. La synthése du glutamate est catalysée par
la NADPH qui combine I’oxalo-glutarate avec I’lammonium pour former le glutamate (Norena-
Caro et Benton, 2018). Cette richesse de la spiruline ne peut, cependant constituer une source
pour I’alimentation humaine que si elle répond a d’autres critéres. En effet, depuis toujours,
I’alimentation est considérée par I’Homme comme assurant la couverture des besoins
physiologiques, permettant la croissance, le développement et le maintien des tissus et de
I’organisme (c’est la valeur nutritionnelle de I’aliment). A cet aspect, s’ajoute le sentiment de
satisfaction et de bien-étre qu’elle procure au consommateur, constituant un élément tout aussi
fondamental a I’équilibre physiologique et psychique de chaque individu qu’on peut qualifier
de valeur sensorielle d’un aliment. Toutefois, les connaissances scientifiques récentes montrent
qu’au-dela de la couverture des besoins nutritionnels, I’alimentation peut également moduler
certaines fonctions de I’organisme et ainsi jouer un rdle bénéfique ou délétere sur la santé
humaine, il s’agit de la valeur fonctionnelle de I’aliment (Hyardin et al., 2007). Le méme

auteur ajoute que le concept de nutrition s’enrichit d’une approche ou I’alimentation n’est plus
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un élément de survie, c’est aussi la satisfaction alimentaire et la prévention des effets néfastes

dus aux carences ou aux exces alimentaires (Hyardin et al., 2008)

Source : (Norena-Caro et Benton, 2018)

Figure 3. Synthese des acides aminés par la spiruline.

1.2.3. La valeur nutritionnelle.

L aliment fut caractérisé par ses « propriétés nutritionnelles », capacité a couvrir, chez
I’homme, les besoins de base en énergie d’une part, en substances essentielles d’autre part.
(Juliaetal., 2017). Donc, a travers sa composition nutritionnelle, on peut déterminer la capacité

de la spiruline a constituer un aliment pouvant remplir la fonction alimentaire.

1.2.3.1 Les acides aminés indispensables.

Le profil en acides aminés de la spiruline montre une disponibilité des acides aminés essentiels

(Vanthoor-Koopmans et al., 2014).
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La Figure 4 montre le profil en acides aminés de la spiruline en comparaison avec les ceufs et

le grain de soja, aliments de référence en matiére de richesse en acides aminés.
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Figure 4.Profil en acides aminés de la spiruline par rapport a I'ceuf et au grain de soja.
Source : (Becker, 2007)

La comparaison du profil de la spiruline avec celui de I’ceuf montre qu’il y a un excedent de
2% et 11% pour isoleucine et leucine, un déficit de 1%,9%,9%,12% et 40% pour valing, lysine,
phényle, méthionine et cystéine respectivement. Pour 3 acides aminés essentiels (Isoleucine,
leucine et valine), la spiruline contient respectivement plus de 68%, 48% et 42% que les normes
FAO/OMS. Par contre, pour 4 acides aminés essentiels a savoir lysine, phénylalanine,
méthionine et cystéine, la spiruline accuse un déficit de 13% ,12%, 29% et 10%)
respectivement par rapport a la teneur la plus elevée entre I’ceuf et le grain de soja. A part un
déficit un peu élevé en méthionine (29%), le reste du profil montre un excédent ou un léger

déficit en acides aminés (Becker, 2007).

Aussi, si I’on se base sur I’ANC (Apport Nutritionnel Conseillé), le profil en acides aminés de
la spiruline lui permet une contribution importante dans I’ANC. Cette contribution varie de

12% pour la lysine a 38% pour la thréonine (Misurcova et al., 2014).
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1.2.3.2. Les acides gras insatureés et polyinsaturés.

Les poissons sont une excellente source d’acides gras polyinsaturés (Omega-3 et Omega-6).
Cependant, leur consommation reste limitée a cause de I’odeur, le go(t et la sensibilité a
I’oxydation (Spolaore et al., 2006).

La composition lipidique de la spiruline se caractérise, d’une part par un bon équilibre acides
gras saturés et insaturés, et d’autres parts, la présence d’acides gras polyinsaturés dits
« essentiels » ou AGE (Hudson et Karis, 1974). Ainsi. La poudre de spiruline contient de
1,5% a 12% de lipides avec des proportions élevées d’acides gras insaturés et une

prédominance de I’acide linoléique (Reed et al., 1985).

Par ailleurs, il est important de noter que la spiruline contient un autre acide gras essentiel qui
est rarement disponible dans d’autres aliments : I’acide gamma linoléique qui, vu son role
d’intermédiaire pour la synthése d’acide arachidonique a partir de I’acide linolénique, se trouve
a de faibles teneurs (Sajilata et al., 2008).11 est disponible dans le lait de vache (0,35%a 1%) et
le lait maternel (0,1 %) (Gunstone, 2003). Dans le monde végétal, on ne le retrouve que dans
les graines oléagineuses de primevére (7% a 10 %), de bourrache et (18% a 26%) et de groseilles
(15% a 20%)(Hirano et al., 1990). Bien que dépendant des variations du milieu de culture :
température, intensité de la lumiére et disponibilité de I’azote, et avec un taux de 0.986 %, la
spiruline peut étre considéréee comme I’une des meilleures sources connues d’acide gamma-
linoléique apres le lait humain et quelques huiles végétales peu disponibles et trop chéres
(Falgquet et Urni, 2006).

1.2.3.3. Les glucides.

Présent dans la spiruline entre 18 a 20%, leur réle est énergétique (isoit 4 Kcal /g). Les glucides
de la spiruline sont en majorité des polysaccharides. Les polysaccharides sont des structures
glucidiques polymériques formées de structures répétées liées par des glucosides (Kurd et
Samavati, 2015). Selon leur structure, les polysaccharides peuvent avoir des fonctions
distinctes de celles des monosaccharides qui les composent (Chaiklahan et al., 2013).

Bien que ne présentant pas un fort apport énergétique, cette composition en glucides de la
spiruline est un avantage. En effet, les polysaccharides qui composent la spiruline offrent une

énergie rapide sans fatiguer le pancréas et avec une perte minime en insuline (Sguera, 2008).
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1.2.3.4. Les vitamines.

Les vitamines sont des substances organiques, sans valeur energétique, indispensables a
I’organisme qui est incapable de les synthétiser (du moins en quantité suffisante) essentielles a
la croissance et au maintien de la vie (Schlienger, 2016). Le Tableau 2 regroupe la composition
en vitamines de la spiruline en comparaison avec I’Apport Nutritionnel Conseillé (ANC).En
plus de contenir 11 vitamines sur les 13 connues, la spiruline est trés riche en vitamine B12,
elle est deux a six fois plus riche que le de beeuf (Sharma et al., 2011). Aussi, avec un apport
journalier de 20 g de spiruline, on peut couvrir la totalité des besoins de I’organisme en vitamine
B12, 70% en vitamine B1, 50% en vitamine B2 et 12% en vitamine B3. Le béta-caroténe, qui
parmi le large éventail de caroténoides, détient la pole position en tant que précurseur de la
vitamine A. , la spiruline peut contenir jusqu’a 1,4 mg/g de béta-caroténe, soit 10 fois plus que
la carotte par unité de masse (Belay et al., 1993).

Tableau 2. Composition vitaminique de la spiruline par rapport a I’ Apport Nutritionnel
Conseillé (ANC).

Vitamines mg/ 1g piruline | mg/5 g de spiruline | ANC (mg)
Vitamine A 1.4 7 0,8
Vitamine E 0.1 0.5 12
Vitamine B1 0.035 0.18 1.3
Vitamine B2 0.04 0.2 1.6
Vitamine B3 0.014 0.07 14
Vitamine B6 0.01 0.05 1,8
Vitamine B8 0.00005 0.0025 0.15
Vitamine B9 0.0001 0.0005 0.33
Vitamine B12 0.0032 0.02 0.0003
Vitamine K 0.002 0.35 0,005

Sources : ANC : (Martin, 2001).

Composition vitaminique de la spiruline : (Falquet et Urni, 2006).

1.2.3.5 Les minéraux.

Le Tableau 3 montre la disponibilité des minéraux dans un échantillon de 10 g de poudre seche

de spiruline par rapport a I’ANC.
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Sur les 10 minéraux recommandés, la spiruline en contient huit avec un taux de couverture
d’ANC assez faible pour la plupart des minéraux. Néanmoins, le taux de couverture pour le
fer est tres intéressant (62%).

1.2.3.6. Les oligoéléments.
L“une des plus importantes qualités nutritionnelles de la spiruline est la disponibilité de I’iode,
élément trés recherché vu sa rareté. Ainsi, pour un apport nutritionnel conseillé de 150g/jour,

une prise de 3g par jour de spiruline peut couvrir les besoins nutritionnels d’un adulte de 70kg
(Capelli et Cysewski, 2010).

Tableau 3.Taux de couverture de I’ANC en minéraux par 10 g de spiruline.

Minéraux ANC (mg) Taux/10 g spiruline (mg) Taux de
couverture (%)
Potassium 2000 166 8
Chlorures 800 - -
Calcium 800 46.8 6
Phosphore 700 96.1 14
Fer 14 8.74 62
Magnésium 370 31.9 9
Zinc 10 0.145 1
Cuivre 1 0.047 5
Manganese 2 0.326 16
Fluorures 3.5 - -
Sources :

ANC : (Schlienger, 2014).

Taux de minéraux dans 10 g de poudre de spiruline : (Tang et Suter, 2011).

En définitive, I’étude de la composition de la spiruline a permis de démontrer sa richesse
nutritionnelle. La présence d’un nombre aussi important de nutriments dans un seul organisme
donne a ce dernier une valeur unique. Ainsi, la conférence mondiale de I’alimentation qualifie
la spiruline comme meilleur aliment pour le futur. Pour I’Organisation Mondiale de la Santé, la
spiruline est le meilleur aliment pour la santé. L’administration américaine pour la santé (FDA)

la considere comme la meilleure source de protéines (Soni et al., 2017).
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1.2.4. La valeur sensorielle.

Le choix de I’aliment se fait non seulement sur la base de ses propriétés nutritionnelles, & partir
du moment ou la disponibilité alimentaire est la régle, mais aussi celles de ses propriétés

sensorielles (Hyardin, 2008).

A I’aliment, on attribue une fonction « plaisir » liée, entre autres, & la satisfaction des sens
olfactifs : il doit étre beau a la vue, bon au golt, avoir une odeur et une palatabilité
caractéristiques et estimées du consommateur (Hyardin et al., 2007). En mangeant un aliment,
nous percevons une gamme compléte de différentes caractéristiques liées a I’apparence, I’odeur

et la texture de cet aliment (Kilcast, 2013).

1.2.4.1. La vue.

La vue influe sur notre choix par I’influence de I’aspect esthétique de I’aliment, elle donne déja
une premiére impression sur la qualité de I’aliment bien avant I’impression des autres sens
(Kilcast, 2013). La poudre de spiruline, de couleur verte, n’a rien d’appétissant et constitue un
obstacle majeur dans I’acceptabilité des aliments enrichis en poudre de spiruline (Chacon-Lee
et Gonzalez-Marifio, 2010). Ainsi, les tests gustatifs ont prouvé que les consommateurs
n’acceptent la poudre de spiruline si seulement elle est dissimulée dans un aliment vert comme

les nouilles, les épinards et la creme glacee a la menthe (Vanthoor-Koopmans et al., 2013).

1.2.4.2. Le toucher.

Par sa texture, un aliment peut influencer notre choix. La texture est pergue au toucher avec la
main et au premier contact avec la langue (Barrett et al., 2010). La poudre de spiruline
ressemble, par sa texture, aux herbes de Provence, mais sans leur odeur caractéristique. Par
contre, la texture de la spiruline mouillée prend la forme d’une bouillie verte non appétissante
(Sguera, 2008). De son cété, Chacdén-Lee Gonzalez-Marifio (2010) a mis en avant la
consistance poudreuse de la spiruline comme facteur obstruant sa consommation directe et

incorporation dans les aliments.
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1.2.4.3. Le go(t.

Le go(t est défini par la réponse de la langue aux volatiles et solubles aliments (Kilcast, 2013).
Il est essentiel a la santé vu son influence sur I’appréciation sur les aliments et les boissons. Par
le biais de substances chimiques activées dans la bouche, I’information est transmise et
interprétée dans le cerveau et I’aliment peut étre accepté ou rejeté (Marcus, 2019) . Les tests
gustatifs ont montré que la spiruline a un godt fade ,qui rappelle le godt du poisson, n’ayant pas
d’attirance vis-a-vis du consommateur. Chacon-Lee Gonzalez-Marifio (2010) a noté
I’influence négative du gout poisson de la spiruline sur son acceptabilité. En conséquence, pour
pouvoir étre consommeée, la poudre de spiruline doit é&tre mélangée a un jus de fruits afin de

masque son godt (Henrikson, 2010) .

1.2.4.4. L odeur.

L’odeur est un sens complexe détecté a travers des produits volatils aussi bien par la cavité
nasale directement ou par la bouche par la piste rétro nasale (Kilcast, 2013). A I’instar du godt,
elle est considérée comme un sens chimique puisqu’elle répond par des récepteurs dans la cavité
nasale (Bourne, 2002). A I’instar des autres sens, la spiruline a montré une faible acceptabilité.
Par son odeur spécifique qui rappelle I’algue ou le champignon, la poudre de spiruline n’est pas
du go0t de tous (Falquet et Urni, 2006). Cette odeur qui rappelle aussi celle du poisson a aussi
constitué un obstacle dans I’incorporation de la poudre de spiruline dans les aliments (Chacon-

Lee et Gonzalez-Marifio, 2010)

Pour I’étude de la valeur sensorielle de la spiruline, la plupart des études citées ont été effectuées
en Europe. En conséquence, les résultats concernent le consommateur européen. 1l en est de
méme pour I’Algérie ou le consommateur a montré une faible acceptabilité de la poudre de
spiruline a cause de I’odeur, du go(t et de I’apparence. En effet, dans un melange a base de
poudre de spiruline et de poudre de datte, sur les sept formules proposées, c’est la formule qui
ne contient pas de poudre de spiruline qui a présenté la meilleure acceptabilité (Benahmed
Djilali et al., 2011).

En conséquence, la valeur sensorielle de la spiruline est un contre argument qui obstrue sa facile

acceptabilité par le consommateur.
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1.2.5. La valeur fonctionnelle.

Un aliment fonctionnel exerce un effet sur la fonction dans un sens favorable a la santé, c’est

la définition adoptée par le FUFOSE (Functional food science in Europe) (Martin, 2008).

Plusieurs auteurs se sont intéressés aux qualités fonctionnelles de la spiruline: antiviral,
antibactérienne, métallo protectrice, antioxydante et immunostimulante (Hoseini et al., 2013).
Ces nombreuses fonctions refletent la richesse de la spiruline, car, la fonctionnalité d’un
aliment, est souvent une molécule spécifiqgue comme allicine de I’ail ou pro anthocyanes pour
les canneberges (Hyardin et al., 2009). Le Tableau 4 donne un récapitulatif des molécules

fonctionnelles de la spiruline et leurs effets sur I’organisme (Khan et al., 2005).

En conséquence, la spiruline contiendrait au moins sept molécules fonctionnelles, dont deux

molécules spécifiques a la spiruline.

1.2.5.1 Le calcium Spirulan.

Le calcium Spirulan est un polysaccharide sulfaté chélaté a du calcium. Il est composé en
majorité de rhamnose et de fructose et, a des proportions moindres ,de ribose, mannose,

galactose, xylose, glucose, acide glucuronique et acide galacturonique (Andrade et al., 2018).

Le calcium Spirulan a montré une activité inhibant I’attachement du herpex virus 1 aux
kératinocytes et une activité protectrice contre herpex labialis (Mader et al., 2016). Aussi, le
calcium Spirulan a montré des activités biologiques comme une inhibition des invasions

tumorales et métastatiques, antithrombines a travers le cofacteur Il héparine (Lee et al., 2000).

1.2.5.2 La phycocyanine.

La phycocyanine est un pigment lié aux protéines, soluble dans I’eau (Vo et al., 2015). Avec
un taux de 14%, la phycocyanine est le plus important pigment de la spiruline, c’est un
complexe protéiné appelle aussi phycobiliprotéine. La phycocyanine a une forte action
inhibitrice du NADPH oxydase. De ce fait, la phycocyanine peut prévenir les maladies dues a
une suractivité du NADPH oxydase : maladies cardiovasculaires, syndromes métaboliques,
complications du diabete, maladie de Parkinsons, maladie d’Alzheimer, arthrites, réactions
allergiques et cancer (Sotiroudis et Sotiroudis, 2013).11 sert aussi de réactif fluorescent dans

les instruments de diagnostic clinique ainsi qu'en immunologie. Il posséde des propriétés
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antioxydantes, anti-inflammatoires, hépato protectrices et anti-radicalaire significatives (ilter
etal., 2018).

Vu sa composition nutritionnelle riche en protéines, lipides, vitamines et glucides, la spiruline
remplit les conditions nécessaires a un aliment. De plus, avec ses nombreuses activités
préventives : anti cancer, anti inflammatoire en particulier, la spiruline peut étre qualifiee
d’aliment fonctionnel. Quant a I’aspect sensoriel, vu I’odeur qui ressemble a celle de I’algue
ou champignon, le goQt poisson et une couleur verte non appétissante, la spiruline ne remplit
pas les qualités sensorielles d’un aliment. L’aliment fonctionnel reste avant tout un aliment, il

doit garder ses qualités organoleptiques pour rester consommeé (Pascal et al., 2006).

Tableau 4. Récapitulatif des molécules fonctionnelles de la spiruline.

Immunostimulant
) _ Anticancer

Calcium Spirulan o
Antiviral

Induction d'héematopoieses

Sulpholipides Antiviral
Anticancer
B-Caroténe Source de vitamine A

Antioxydant

& [Cyanvinine-N Antiviral
= , .
5 Précurseur de prostaglandine
Acide gamma-Linoléique Artgrites, maladies cardiaques
Obésite
o Anticancer
Vitamine E ]
Antioxydant

Reéduction de toxicité
_ Immunostimulant

Phycocyanine ) ) .
Induction d'héematopoiéses

Antiviral

Source Khan et al, 2005
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Un obstacle qu’il sera nécessaire de surmonter pour une exploitation de la riche composition

nutritionnelle et des nombreuses propriétés fonctionnelles de la spiruline.

1.2.6 La spiruline dans I’industrie agroalimentaire.

Sur le marché, on trouve beaucoup de produits enrichis avec la spiruline : pates, biscuits, cremes
glacées, bonbons, nouilles, boissons (Mobin et al., 2019) tirant profit de la riche composition
nutritionnelle de la spiruline qui contient a la fois des protéines, des sucres, des lipides et des
caroténoides (Molino et al., 2018). Certaines études ont mentionné que le goQt, la texture, la
couleur et I’odeur de la spiruline constituent un obstacle a leur consommation (Garcia et al.,
2017). Des études assez anciennes avaient deja suggére de « dissimiler » la spiruline dans des
produits de couleur verte (épinards, nouilles, cremes glacées a la menthe) afin de masquer la

couleur verte et I’odeur de poisson (Alsenani et al., 2015).

Cependant en Chine, ou la consommation des algues est plus ancienne, les produits disponibles
sur le marché, en plus des capsules, sont des produits agroalimentaires ou la spiruline a été
incorporée. La production de la spiruline en chine est estimée a 9600 T/année, d’une valeur
marchande de 680 millions USD avec une croissance de 10% par année (Chen et al., 2016).
Les produits ou la spiruline est incorporée sont des nouilles, pain, biscuits, thé et diverses
boissons (Liang et al., 2004). 1l est a noter qu’en aucun des cas, le golt ou I’odeur de la spiruline
n’ont constitué un obstacle a la commercialisation des produits. En effet, le consommateur
chinois serait plus habitué a la consommation des algues et, en conséquence, a facilement
accepte les produits ou la spiruline est incorporée sans pour autant utiliser un masquant de godt
ou d’odeur. En conséquence, la Chine est devenue le premier producteur mondial de spiruline
et d’autres microalgues avec 90% de cette production est destinée a I’alimentation humaine

sous forme de nutraceutiques (Chen et al., 2016).

En Afrique, I’utilisation de la spiruline se limite aux programmes de lutte contre la malnutrition
et conte le HIV. La richesse nutritionnelle et les qualités thérapeutiques de la spiruline et la

possibilité de sa culture locale ont motivé ce choix.

Dans une étude menée en République Démocratique du Congo, une prise de 10 g de spiruline
par jour a amélioré le statut nutritionnel d’enfants souffrant de malnutrition (Matondo et al.,
2016). Une autre étude menée au Burkina Faso a indiqué qu’un mélange de spiruline avec un
plat local a réhabilité des enfants mal nourris mieux qu’une prise de protéines et d’énergie

(Simpore et al., 2006). Au Cameroun, combiné a un régime équilibré pendant 6 mois, la

24



Etude bibliographique

spiruline a retardé I’exposition aux anomalies lipidiques des patients infectés par le VIH (Ngo-
Matip et al., 2014).

En Europe, la spiruline est utilisée comme un complément alimentaire, seul ou en association
avec d’autres algues ou extraits de plantes. Elle est considérée comme une bonne source de
nutriments (Nicoletti, 2016). Aussi, la spiruline est utilisée a travers I’extraction de certaines
molécules comme les caroténoides, la phycocyanine et I’acide gamma linolénique incorporées

dans des compléments alimentaires (Garcia et al., 2017).

En Algérie, la spiruline a fait I’objet d’études pour son incorporation. Une étude a concerné
I’incorporation de la spiruline dans le couscous, un plat traditionnel largement consommeé en
Algérie. De plus, sa cuisson a la vapeur conserve toutes les qualités nutritionnelles de la
spiruline. Incorporée fraiche, aucune réserve n’a été émise concernant un godt ou une odeur
pouvant influencer le couscous a la spiruline (Doumandji et al., 2012). Une autre étude dont
I’objet est la fabrication de gélules avec un mélange de poudre de spiruline, poudre de dattes,
’écorce d’orange et jus d’orange lyophilisé.pour , d’un cote, masquer le godt de la spiruline
et, de I'autre coté, augmenter I’apport énergétique des gélules. Une formule avec 10% de
spiruline, 80% de poudre de dattes, 5% d’écorce d’orange et 5% de jus d’orange lyophilisés a

recu I’appréciation des consommateurs (Benahmed Djilali et al., 2011).

Ces deux études ont eu recours a deux différentes méthodes afin d’augmenter I’acceptabilité de
la spiruline, & savoir, son incorporation dans un plat traditionnel largement consomme et son
introduction dans une formule avec divers ingrédients. En conséquence, les auteurs ont noté
une augmentation de I’acceptabilité de la spiruline. Par contre, d’autres études ont recours a
I’extraction des protéines dans le but d’augmenter la teneur en protéines de I’aliment ciblé et,
aussi, augmenter ses qualités grace aux propriétés fonctionnelles des protéines. En effet,
certains aliments riches en protéines contiennent aussi des produits pouvant diminuer la
digestibilité et la biodisponibilité de certains nutriments (Demirhan et Ozbek, 2013). On peut
citer I’exemple de I’acide phytique contenu dans le soja qui réduit la digestibilité et la
biodisponibilité des minéraux (Lai et al., 2013).

Dans les études relatives a I’extraction des protéines, les auteurs expliquent I’intérét de cette
démarche par une réponse a la demande croissante en protéines dans les pays en développement
(Yulianaetal., 2014). D’un autre coté, les protéines jouent un réle important dans les propriétés

fonctionnelles qui améliorent I’acceptabilité des produits par le consommateur, ces propriétés
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font des protéines alimentaires des ingrédients polyvalents et utiles pour le développement et la
formulation (Aryee et al., 2018).

Au préalable de I’étude de I’extraction des protéines a partir de la poudre de spiruline, il est
nécessaire de s’assurer de la stabilité de la poudre de spiruline pendant le stockage et le
processus. La spiruline, a I’instar des tissus végétaux, est composée de biopolymeres dont la
formation implique une participation active de I’eau (Sidorenko, 2014). Le tissu végétal est
poreux, I’eau peut y circuler et initier des réactions chimiques qui peuvent altérer la qualité de
la poudre de spiruline. Pour cela, I’étude des isothermes de sorption fournit les informations

relatives au comportement de la poudre de spiruline pendant le stockage et le processus.

1.2.7. Les propriétés fonctionnelles des protéines.

Ce sont des propriétés physico-chimiques qui influencent le comportement des protéines dans
un aliment pendant le processus, le stockage, la cuisson et la consommation (Kinsella et
Melachouris, 1976). Ces propriétés, dues a la structure hétérogéne des protéines et leur
interaction avec d’autres ingrédients, contribuent a la qualité sensorielle des aliments (Zayas,
2012).

Les propriétés fonctionnelles sont, tout d’abord, dues aux propriétés intrinséques des acides
aminés constituant les protéines. Elles sont aussi influencées par la composition de I’aliment
(eau, sel, constituants de I’aréme). Pendant le processus de fabrication, le chauffage, la
congélation et le pH influencent aussi les propriétés fonctionnelles (Li-Chan et Lacroix,
2018). La Figure 5 nous donne un apergu sur I’ensemble des propriétés fonctionnelles ainsi que

les facteurs les influencant.
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Source : (Li-Chan et Lacroix, 2018)

Figure 5. Les propriétés fonctionnelles des protéines et les facteurs les influencant

La fonctionnalité des protéines est liée a un rdle structurel dans I’aliment. Il s’agit de I’aspect
qualitatif de I’aliment comme I’odeur ou le golt et, aussi, a fournir a I’aliment une qualité
désirable avec un impact maximal sur la nutrition et la santé (Foegeding et Davis, 2011). Le
Tableau 5 résume les propriétés fonctionnelles des protéines, leur mécanisme d’action et leur

application en industrie agroalimentaire.
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Tableau 5.Propriétés fonctionnelles des protéines : description, mécanisme d’action et

application.
Propriété Description Mécanisme Application
Fonctionnelle. principal
Solubiliteé Capacité de dissolution Hydrophobicité. | Boissons

dans un solvant.

Rétention d’eau Interaction des protéines Liaison Viandes, sauces,
dans I’eau, rétention d’eau | hydrogéne cake, panification.
et gonflement.

Rétention d’huile | Interaction avec I’ardme, Liaison Panification, yaourt,
rétention d’huile. hydrophobe produits a base de

viandes et poissons.

Gélation Formation d’un gel. Formation d’un | Viandes, sauces,
réseau pates, pain.
Mousse Absorption des protéines Adsorption Cake, meringue,
dans une interface, interfaciale, mousses, yaourt.
enrobage de I’air. propriété
filmogeéne.
Emulsification Absorption des protéines Adsorption Soupes, vinaigrette.
dans une interface, interfaciale,
enrobage des gouttelettes propriété
d’huile. filmogene.

Source : (Aryee et al., 2018)

L’incorporation de la poudre de spiruline dans les aliments a un impact positif sur les qualités

du produit. Danesi et al. (2010) ont conclu a I’augmentation de la durée de vie du pain de

manioc (Danesi et al., 2010). Dans des pates alimentaires, I’incorporation de la poudre de

spiruline a amélioré la fermeté, le gout et, d’une maniére générale, I’acceptabilité (Zouari et

al., 2011). Shahbazizadeh et al. (2014) ont constaté une amélioration de la texture des cookies

traditionnelle iranienne (Shahbazizadeh et al., 2014).

Une importante amélioration des

qualités sensorielles est observée sur les cookies aprés I’incorporation de 1% de poudre de

spiruline (Onacik-Gtir et al., 2017). Pour la pate a pain, I’incorporation de spiruline a ameliore

les qualités sensorielles, a savoir texture, fermeté , volume et moiteur (Mamat et al., 2018).
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Pour utiliser les protéines dans un aliment, la couleur , I’odeur, I’ardbme et la texture sont des
facteurs déterminants (Kinsella et Melachouris, 1976). Parmi les propriétés fonctionnelles des
protéines, certains auteurs ont souligné I’importance et I’impact sur les autres propriétés de la
capacité de rétention d’eau et d’huile. Ainsi, selon Zayas (2012) , I’interaction protéines-eau
est déterminante sur les propriétés fonctionnelles des protéines dans les aliments : rétention
d’eau, gonflement, solubilité, émulsification, viscosité, gélification et synérése, la rétention
d’eau joue un role majeur dans la texture de I’aliment (Zayas, 2012). 1l en est de méme pour la
capacité de rétention d’huile dont I’interaction avec les protéines et les polysaccharides
influence la texture et les autres qualités de I’aliment (Zayas, 1997a). La rétention de I’huile
dans un aliment influence la texture et les qualités sensorielles de I’aliment (Haque et al., 2016).
Enfin, Tao et al. (2019) ont conclu que la capacité de rétention d’eau et d’huile sont associées

a la texture, la sensation et a la rétention de I’ardme par le produit (Tao et al., 2019).

1.2.7.1. La capacité de rétention d’eau.

La capacité de rétention d’eau se traduit par la capacité de retenir I’eau déja disponible et
ajoutée pendant I’application des forces de pression, de centrifugation ou de chauffage (Zayas,
1997Db). Ses effets sur I’aliment ont une influence directe sur I’acceptabilité de I’aliment vu
qu’elle rehausse I’ardme, améliore la texture et réduit le taux d’humidité (Aider et Barbana,
2011). Dans les produits panifiés emballés, la capacité de rétention d’eau aide a la réduction de
la perte d’humidité, et devient indispensable au maintien de la fraicheur du produit
(Kandasamy et al., 2012). Cependant, la détermination de la capacité de rétention d’eau de la
spiruline n’est pas tres documentée. Une étude a concerné la comparaison de la capacité de
rétention d’eau de la spiruline, de son isolat par rapport a la poudre et I’isolat de soja (Devi et
Venkataraman, 1984). Une autre étude a pour objectif de comparer la capacité de rétention
d’eau de la poudre de spiruline avec celle des protéines d’ceufs (Nirmala et al., 1992). Bashir
et al. (2016) ont établi une étude comparative entre la capacité de rétention d’eau de la poudre
de spiruline et de son isolat protéique. Dans cette étude, I’isolat protéique de spiruline a une
capacité de rétention d’eau supérieure a celle de la poudre due, selon les auteurs, a une plus
importante présence des acides aminés polaires aux sites primaires de I’interface protéines-eau
(Bashir et al., 2016). En définitive, selon ces études, la capacité de rétention d’eau de la poudre

de spiruline permet une incorporation dans les aliments.
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1.2.7.2 La capacité de rétention d’huile.

La capacité des protéines d’interagir avec les lipides est importante dans la formulation et le
processus des aliments ou plusieurs propriétés sont directement impliquées comme
I’émulsification, piégeage de I’huile et I’absorption de I’ardme (Kinsella, 1979). Ces propriétés
influencées par cette interaction sont visibles sur les viandes, les sauces, les produits de la
panification et la préparation de pates (Zayas, 2012). Les cotes non polaires des chaines de
molécules de protéines représentent les sites primaires de cette interaction (Sathe et al., 1982).
Le méme auteur ajoute que la capacité de rétention d’huile des protéines est importante dans
les produits frits comme la stabilité pendant le stockage et la rétention de I’arbme (Sathe,
2002). Concernant les études sur la capacité de rétention d’huile de la spiruline, elles restent
limitées. On peut citer Devi et Venkataraman (1984) ou la capacité de rétention d’huile de la
poudre de spiruline est supérieure a celle du de la poudre de soja, rendant ainsi I’incorporation
de la poudre de spiruline dans les aliments intéressante (Devi et Venkataraman, 1984).
Nirmala et al. (1992) ont aussi étudié le capacité de rétention d’huile de la poudre de spiruline
qui était inférieure a celle des protéines des ceufs (Nirmala et al., 1992). Récemment, Bashir
et a.l (2016) ont constaté que la capacité de rétention d’huile de la poudre de spiruline est
supérieure a celle de son isolat protéique (Bashir et al., 2016). L ensemble de ces études permet
de conclure que la poudre de spiruline, au vu de sa capacité de rétention d’huile, peut étre

incorporée dans les aliments.

1.2.8. Les isothermes de sorption de la poudre de spiruline.

La qualité et la durée de vie aliments sous forme de poudre sont fortement liées a la
concentration et a la mobilité de I’eau dans leurs structures parce que I’eau exerce une forte
influence sur la croissance microbienne, le goQt, la digestibilité et la structure physique (Rocha
etal., 2014). Donc, I’état de I’eau dans un aliment joue un r6le crucial dans la conservation des
aliments, la qualité des aliments conservés dépend de la teneur, de la migration et de la prise
d’eau pendant le stockage (Basu et al., 2006). Ce réle est en majorité du a la structure de la
molécule d’eau : une configuration tétraédrique avec des propriétés diélectriques lui permettant

de former des liaisons hydrogéne (Finley et al., 2018).

D’un c6té, les produits alimentaires d’origine végétale sont constitués de biopolymeéres et sont

d’une structure poreuse qui influence leur capacite d’absorber I’eau a partir de I’environnement
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(Sidorenko, 2014). Donc, le taux d’humidité joue aussi un role fondamental dans la qualité et
la texture des aliments (Vasquez et al., 2011). D’un autre cété, I’eau disponible dans un aliment
peut étre exprimée par I’activité de I’eau (aw) qui est définie par le ratio de la vapeur d’eau en
équilibre a la pression de vapeur de I’eau pure a une méme température (Berk, 2013). En
conséquence, il devient nécessaire d’établir une relation entre I’activité de I’eau et la teneur en
eau a I’équilibre pour une maitrise optimale des conditions de stockage (Caballero-Cerén et
al., 2015). Pour cela, les isothermes de sorption sont utilisées pour prévoir la durée de vie des
aliments sensibles a I’humidité pendant le stockage. Les isothermes de sorption sont des courbes
représentant la relation entre I’activité de I’eau et la teneur en eau a I’équilibre a une température
donnée. En conséquence, par les isothermes de sorption a différentes températures, il est
possible de déterminer les conditions optimales de stockage et le comportement de la poudre
de spiruline pendant le processus des aliments pour éviter des modifications indésirables et
augmenter la durée de vie (Staudt et al., 2013). La Figure 6 montre les possibles détériorations
que les aliments peuvent connaitre pendant le stockage. Nous remarquons que la valeur 0,6
pour I’activité d’eau marque un seuil critique. En effet, en deca de ce seuil, I’aliment est sujet &
I’oxydation des lipides, la réaction de Maillard et les réactions enzymatiques. Au-dela de ce

seuil, c’est le début de I’activité des microbes, des levures et des moisissures (Bell, 2007).

Les isothermes de sorption représentent la relation entre la teneur en eau de I’aliment et la
pression de la vapeur d’eau relative de I’atmosphere en équilibre avec I’aliment (Labuza et
Altunakar, 2007). Donc, cette relation est une représentation graphique de I’équilibre
thermodynamique entre la teneur en eau et I’activité de I’eau a une température et une pression
donnée. La forme de la courbe des isothermes de sorption dépend de la température, la
composition de I’aliment, la pression, et de I’état physique de I’aliment (Caballero-Cerdn et

al., 2015). On peut donc observer cing types d’isothermes comme le montre la Figure 7.
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Source : (Bell, 2007)

Figure 6.Carte de stabilité des aliments en fonction de I’activité de I’eau.

Le type 1 concerne I’absorption de I’eau par un produit constitué d’une unique monocouche
(appelé aussi isotherme de Langmuir). Le type 2 est observé dans le cas de produits solubles,
c’est une forme sigmoidale, avec une tendance asymptotique quand la valeur de I’activité de
I’eau est proche de 1. Le type 3 correspond aux produits a forte concentration en sucre. Le type
4 concerne les solides hydrophiles et le type 5 représente I’absorption de I’eau dans la
multicouche (Basu et al., 2006; Caballero-Ceron et al., 2015).
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Source : (Basu et al., 2006).

Figure 7. Les différents types des isothermes de sorption.

Les produits alimentaires montrent, dans la majorité des cas, une forme de type 2 et 3; les
produits riches en protéines sont de type 2, dus a leur nature qui augmente la disponibilité des
groupes polaires (Labuza et Altunakar, 2007). Cette forme est typique des produits
alimentaires ou deux flexions sont notées sur la courbe. La premiére entre une activité d’eau
entre 0,2 et 0,4, due a la formation de la multicouche et le remplissage des petits pores. La
seconde flexion se situe a des activités de I’eau entre 0,6 et 0,7 résultat du remplissage des
grands pores et de la dissolution des solutés (Labuza et Altunakar, 2007)

Dans ce type de courbe ( Figure 2, Annexes) nous remarquons trois phases distinctes (Basu et
al., 2006; Caballero-Ceron et al., 2015; Basu et al., 2013). La premiére phase concerne une
activité de I’eau ente 0 et 0,1, I’eau est fortement liée, elle comprend I’eau structurelle retenue
par les groupes hydrophiles de I’aliment (protéines, polysaccharides). Dans cette phase, I’eau
n’est pas disponible pour les réactions chimiques. Dans la deuxieme phase, entre une activité
de I’eau de 0,2 & 0,6, les couches doubles multiples commencent a se former, c’est une région

de transition ou la condensation capillaire commence a se former. La troisieme phase, entre 0,7
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et 0,9, c’est la phase de I’eau libre ou faiblement liée aux constituants de I’aliment, la
condensation capillaire augmente, ainsi que le gonflement, I’hygroscopicité maximale de la
poudre est atteinte.

Plusieurs méthodes sont disponibles pour la mesure des isothermes de sorption : méthode
gravimétrique, méthode manométrique et méthode hygrométrique. Cependant, la plus utilisée
et recommandée par le projet européen sur les propriétés physiques des aliments ( COST 90)
qui consiste a utilise des pots hermetiques remplis de solutions salines a différentes

concentrations pour maintenir I’humidité relative de I’air au taux désiré (Basu et al., 2006).

La modélisation des isothermes de sorption peut se faire par plusieurs équations. Dans des
études comparatives, I’équation de GAB est recommandée vu qu’elle couvre une activité de
I’eau de 0 2 0,9 (Timmermann et al., 2001; Blahovec et Yanniotis, 2007; Furmaniak et al.,
2009). L’équation de GAB est aussi la plus utilisée vu qu’elle prend en considération I’effet de
la température (Caballero-Ceron et al., 2015). Enfin, des spécialistes comme le symposium
international sur les propriétés de I’eau (ISOPOX) et le projet européen COST ont recommandé
I’utilisation de I’équation GAB (Staudt et al., 2013).

Apreés I’utilisation de I’équation recommandée pour modéliser I’isotherme de sorption, il reste
a I’évaluer par des indices statistiques. L’indice le plus utilisé est coefficient de détermination
R2, qui reflete la relation linéaire entre deux ensembles de données (Basu et al., 2006;
Caballero-Cerén et al., 2015; Timmermann et al., 2001; Blahovec et Yanniotis, 2007) Deux
autres indices sont aussi utilisés, il s’agit de la déviation relative moyenne (MRD) et I’erreur
quadratique moyenne (RMSE) qui mesurent la déviation entre les valeurs expérimentales et les
valeurs prévues (Caballero-Ceron et al., 2015; Al-Muhtaseb et al., 2002).

Une fois évalué, le modele peut étre utilisé pour déterminer la chaleur iso stérique de sorption.
C’est une valeur thermodynamique trés utile dans le processus de déshydratation. Elle est
considérée comme un indice sur les forces d’attraction entre les sites de sorption et la vapeur
d’eau (Al-Muhtaseb et al., 2004a). Elle dépend de la teneur en eau de I’aliment, quand la teneur
en eau augmente, la chaleur iso stérique de sorption se rapproche de la chaleur de vaporisation
de I’eau. Au contraire, a une teneur en eau de moins de 20%, elle est tres élevée (Caballero-

Ceron et al., 2015). Ceci confirme son intérét dans le processus de déshydratation afin de
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connaitre I’énergie nécessaire au processus. La méthode de calcul la plus utilisée est obtenue a

partir de I’équation de Clausius-Clayperon (Chen, 2006).

Les études sur les isothermes de sorption de la spiruline sont plut6t rares, bien que I’intérét a
leur étude ne soit pas récent. Une étude de la qualité de la poudre de spiruline en stockage a
déterminé les conditions optimales de stockage a 27°C. (teneur en eau a 12,8 % correspond a
une activité de I’eau de 0,56). Dans ces conditions, I’auteur a noté une bonne stabilité des
protéines et des lipides, mais une détérioration de la qualité de la phycocyanine et du béta-
carotene. Il a aussi obtenu une courbe des isothermes de type 2 (Kumar et al., 1995). Dans une
autre étude, I’auteur a obtenu un meilleur coefficient de déterminait Rz de 0,98% pour I’équation
de GAB et une courbe sigmoidale de type 2, ainsi qu’une chaleur iso stérique de sorption
maximale a une teneur en eau de 10% (Oliveira et al., 2009b). Récemment, une étude a 10°C,
20°C et 30°C a abouti a des courbes de type 2, ainsi qu’une réduction de la surface de

I’adsorbant sous I’effet de I’agitation thermique (Ayachi et al., 2019).

1.2.9. L’extraction des protéines.

Les objectifs de I’extraction des protéines a partir de leurs sources sont divers. L’amélioration
des propriétés fonctionnelles est constaté pour les protéines de soja (Liu et al., 2007). Pour
I’extraction des protéines du son de riz, les qualités nutritionnelles et fonctionnelles, ainsi que
pour les qualités hypoallergéniques ont été prouvees (Adebiyi et al., 2009). Comme mentionné
précédemment, I’élimination d’un élément indésirable constitue aussi I’un des objectifs de
I’extraction des protéines, comme pour I’élimination de I’acide phytique, qui diminue la
biodisponibilité de certains minéraux, pour les graines de canola (Schweizer et Segall, 2010).
Par ailleurs, I’extraction des protéines de graines de quinoa a abouti a un ingrédient sans gluten

avec un profil complet en acides aminés (Foste et al., 2015).

Pour les microalgues, I’extraction obéit aux mémes objectifs, a savoir I’élimination d’éléments
indésirables a I’instar de la couleur verte due a la chlorophylle dans le cas de Tetraselmis sp
(Schwenzfeier et al., 2011). Cependant, avec I’intérét croissant que connaissent les
microalgues pour la production des biocarburants, I’extraction des protéines obéit a I’objectif
économique de rentabilité. Ainsi, aprés I’extraction des lipides pour les biocarburants, la
valorisation des résidus riches en proteines ,et d’autres nutriments, augmente la rentabilité

économique comme le cas de la microalgue Nannochloropsis (Gerde et al., 2013). Pour
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I’extraction des protéines a partir de la spiruline, la documentation n’est pas trés riche. Pour
Devi Venkataraman (1984), [I’objectif était d’étudier les propriétés fonctionnelles
comparativement a celles du soja (Devi et Venkataraman, 1984). Quant a Parimi et al.
(2015), I’extraction des protéines a partir de la spiruline a pour objectif, d’un coté , de valoriser
les résidus et , de I’autre coté, obtenir un biocarburant sans azote (Parimi et al., 2015). Dans
le cadre de la recherche de nouvelles sources de protéines pour répondre une demande
croissante, I’extraction des protéines répond aussi a cet objectif (Lupatini et al., 2016). Dans
le cas de I’étude récente de Vernes et al. (2019), I’objectif de I’extraction des protéines est de
rentabiliser la production de spiruline ,la microalgue la plus produite en biomasse totale, pour

une meilleure utilisation a échelle industrielle (Vernes et al., 2019).

Les techniques d’extraction des protéines se basent sur les qualités physico-chimiques des
protéines : Forme, poids moléculaire, charge électrique, point isoélectrique, hydrophobicité et

interaction biologique (Osterlund et Janson, 1998; Grant, 2016).
Plusieurs étapes sont nécessaires a I’extraction des protéines (Soto-Sierra et al., 2018) :

Destruction de la paroi cellulaire afin de faciliter la libération des protéines.
Alcalinisation pour hydrater et solubiliser les protéines.
Centrifugation pour clarifier et éliminer les débris.

Récupération des protéines.

o~ w D P

Centrifugation pour éliminer I’eau et récupérer les granules de protéines.

Les méthodes conventionnelles utilisées pour la destruction de la paroi cellulaire, par des
solvants, ont une influence négative sur les protéines en causant leur dénaturation (Gerde et
al., 2012). De ce fait, la recherche de nouvelles méthodes de destruction de la paroi cellulaire a
retenu I’intérét des chercheurs. Différentes techniques sont proposées pour une extraction plus
efficace, plus rapide et moins nocive que nous pouvons voir sur la Figure 8. Mais, au prealable,

le choix d’une technique d’extraction dépend de la nature de la paroi cellulaire.
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Source : (Chiong et al., 2016)

Figure 8. Techniques utilisées dans I’extraction des protéines a partir des microalgues

La paroi cellulaire de la spiruline est qualifiee de lisse et facile a digérer (Wan et al., 2016).
Elle a aussi été qualifiée de molle et dont la destruction de la fragile paroi cellulaire nécessite
une technique atténuée (Safi et al., 2013). En effet, la paroi cellulaire de la spiruline (de type
bactérie Gram négatif) est constituée de quatre couches distinctes comme le montre la Figure
9. La couche de peptidoglycane, qui donne une rigidité a la couche, est située entre deux
couches fibrillaires tandis que I’enveloppe externe est constituée de polysaccharides (D’Hondt
et al., 2017). La Figure 3 en Annexes montre les détails de la composition de cette paroi.

En plus de la nature de la paroi cellulaire, I’application finale du produit doit étre prise en
considération en évitant I’exposition de la poudre de spiruline a des conditions dures comme
la haute pression, la vitesse de cisaillement ou une haute température (Postma et al., 2015).
L’examen de I’étude comparative des différentes techniques de destruction de la paroi cellulaire
montre que la technique des ultrasons est la plus adaptée au cas de I’extraction des protéines a

partir de la poudre de spiruline (Phong et al., 2017).
1.2.9.1. Les ultrasons dans I’extraction des protéines.
D’une maniere genérale, les ultrasons sont des ondes supérieures a la limite de I’oreille humaine

(+20 kHz). lls consistent en un traitement physique basé sur la cavitation de bulles pour

endommager la paroi cellulaire (Soto-Sierra et al., 2018). La cavitation crée une impulsion des
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bulles dans le liquide dont les effets physiques sont une vitesse et une pression des ondes de
choc qui vont causer une altération de la paroi cellulaire (Ranjan et al., 2010). L’implosion
violente des bulles crée des régions microscopiques d’une température et d’une pression élevée
provoquent une excitation du liquide et de son contenu qui facilitent la dégradation de la paroi
cellulaire et, en conséquence, la libération des protéines (Bleakley et Hayes, 2017). C’une
technique simple, économique , a faible consommation d’énergie et écologique (Nazari et al.,
2018).

Source : (D’Hondt et al., 2017).

Figure 9 . La paroi cellulaire de la spiruline.

La Figure 10 montre les images d’une microscopie électronique a balayage des échantillons
de spiruline soumis a des ultrasons. Nous remarquons que I’utilisation des ultrasons ne
modifie pas la structure de la spiruline prouvant qu’il s’agit d’une technique qui n’est pas
nocive (Rodrigues et al., 2018). Les auteurs ayant utilisé les ultrasons pour I’extraction des
protéines a partir des microalgues ont confirmé leur efficacité. Combinée a différentes doses
de solvants, la technique des ultrasons a significativement augmenté le taux d’extraction des

protéines a partir de trois espéces de microalgues (Ferreira et al., 2016).
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Source : (Vernes et al., 2019; Rodrigues et al., 2018).

Figure 10. Image d’une microscopie €lectronique a balayage de la spiruline avant exposition
aux ultrasons (A1) contréle x1000 ; (A 2) contr6le X2000 . Apres exposition aux ultrasons
(B1) X1000; (B2 ) X 2000.

Il en est de méme pour la microalgue Chlorella vulgaris dont le taux d’extraction des protéines
passe de 47% a 56% ainsi qu’une amelioration de son profil en acides aminés (Janczyk et al.,
2005). A différentes fréquences d’ultrasons, le taux d’extraction de différentes microalgues a
augmenté. (Keris-Sen et al., 2014). Dans le cas de la spiruline, De Souza et al. ont confirmé
I’augmentation du taux d’extraction de biomolécules , dont les protéines , avec I’utilisation des

ultrasons en moins de temps et dans des conditions moins nocives (de Souza et al., 2018)

Cependant, son inconvénient est la création d’une énergie mécanique dont la conséquence est
une température élevee inutile dans la destruction de la paroi cellulaire (Show et al., 2015). En
plus, I’énergie élevée causee par les ultrasons, qui par une augmentation de la température, peut
endommager les protéines (Morancais et al., 2018). Donc, il devient nécessaire de contrdler la

température pendant I’utilisation des ultrasons.

Afin d’atténuer les effets de cet inconvénient, certains auteurs proposent une association avec
une autre méthode , comme I’extraction par des solvants, et procéder a une optimisation de cette
extraction afin de minimiser la puissance des ultrasons et I’utilisation des solvants pour un

résultat maximal (Ferreira et al., 2016).
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1.2.9.2. L’optimisation de I’extraction des protéines.

L’optimisation fait référence a I’amélioration de la performance d’un systeme, d’un processus
ou d’un produit afin d’en obtenir le maximum de bénéfices (Bezerra et al., 2008).
L’optimisation en chimie analytique a connu essor important en conséquence du
développement de I’informatique. Elle permet la reduction du nombre d’expériences ,et donc
une utilisation moindre de reactifs, I’estimation de la pertinence de I’expérimentation et la
signification statistique des effets des facteurs étudiés (Ferreira et al., 2007a). Elle constitue
aussi une étape critique pour trouver la valeur ou chaque facteur produit la meilleure réponse
(Candioti et al., 2014).

Plusieurs méthodes sont disponibles pour I’optimisation. Le Central Composite Design, le Box-
Benhken Design (BBD) et le Doehlert Design. Le Box-Benheken Design présente certains
avantages. Tout d“abord, il ne propose pas des combinaisons ou les facteurs sont a leurs niveaux
extrémes et, ainsi, éviter des résultats indesirables(Bruns et al., 2006). Dans le cas d’une
optimisation avec trois variables, le Box-Benhken Design est plus efficace avec un nombre
d’expériences moindre que le Central Composite Design et le Doehlert Design (Ferreira et al.,
2007b).

La Figure 11 montre le schéma du Box-Benhken Design a 3 paramétres ou I’on remarque que

les points expérimentaux sont situés dans une sphére a équidistance du point central.

Xo
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2

Source :(Bruns et al., 2006)

Figure 11. Représentation expérimentale d’un Box-Benhken Design & 3 parametres
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Pour établir un Box-Benhken Design, il est nécessaire de passer par deux étapes . La premiere

est la détermination du nombre d’expériences selon I’équation suivante :
N=2k(k-1) + Co

N est le nombre d’expériences, k le nombre de variables et Co le nombre de points centraux
(Stalikas et al., 2009). La seconde étape est d’ajuster les variables &, uniquement, trois niveaux

(-1,0,1) espacés par des intervalles égaux (Bezerra et al., 2008).

Une fois le nombre d’expériences déterminé et les variables ajustées, I’étape suivante consiste
a déterminer les variables et leurs interactions qui affectent la réponse. Dans cet objectif, la
Méthodologie de Surface de Réponse (MSR) a été utilisée. C’est un outil efficace dans
I’optimisation (Das et Dewanjee, 2018). Pour cela quatre étapes sont nécessaires. Dans un
premier temps, il s’agit de concevoir une série d’expériences pour des mesures adéquates et
fiables de la réponse désirée. En deuxieme temps, développer un modele mathématique du
second degré représentant I’expérimentation. Dans la troisieme étape, il s’agit de trouver les
parameétres expérimentaux optimaux qui produisent la réponse maximale ou minimale. Enfin,
représenter les effets directs interactifs des parameétres du processus a travers des graphes 2D et
3D (Raissi et Farsani, 2009).

Aprés I’établissement de la Méthodologie de Surface de Réponse, une évaluation du modele est

nécessaire a travers un ensemble d’outils statistiques.

1.2.9.2.1. Evaluation du modéle.

L’analyse de la variance (ANOVA) a pour objectif de comparer la variation due au changement
induit par la combinaison des niveaux des parametres avec la variation due aux erreurs
inhérentes a la mesure des réponses obtenues (Bezerra et al., 2008). Au premier plan de
I’analyse ANOVA, la valeur de la probabilité p qui doit étre inférieure a la valeur de a qui est
de 0,05, valeur agrée en recherche alimentaire (Nunes et al., 2015). La valeur F est un autre
moyen d’évaluer le modele , c’est un rapport entre la moyenne des carrés du modele et I’erreur
résiduelle, plus la valeur de F est élevée, plus le modele est significatif (Stalikas et al., 2009).
Par ailleurs, par I'utilisation du coefficient de détermination R?, nous pouvons vérifier la
concordance des valeurs observées avec les valeurs prévues, plus la valeur de R? est proche de
1, plus le modele est fiable. Dans le cas ou le nombre d’expériences n’est pas important, la

correction se fait par le R? ajusté, une différence moins importante confirme la fiabilité du
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modele (Nunes et al., 2015). Enfin, le diagramme de Pareto est I’une des options graphiques
les plus utilisées pour montrer la signifiance des parametres et leurs interactions. Ce sont des
barres horizontales qui montrent I’importance des facteurs dont I’effet est calculé par le ratio
entre la valeur de I’effet et la déviation standard obtenu lors de I’optimisation. Sur le
diagramme, on peut voir une ligne perpendiculaire a I’axe des x qui montre le degré de

confidence qui, en chimie analytique est de 95% (Ferreira et al., 2017).

Les travaux sur I’optimisation de la spiruline par la Méthodologie de Surface de Réponse sont
récents. En effet, un taux de protéines de 60% a été obtenu avec un prétraitement par
homogénéisation a haute pression (Parimi et al., 2017). Avec un prétraitement aux ultrasons a
40 kHz , le taux de protéines est de 62% (Hadiyanto et Adetya, 2018). Par ailleurs, avec la
Méthodologie de surface de Réponse, I’effet de I’utilisation des ultrasons est confirme par une

augmentation du taux d’extraction (Vernes et al., 2019).

1.2.9.2.2 Evaluation économique de I’extraction des protéines.

La richesse nutritionnelle de la spiruline en particulier n’a pas encore suscité une importante
demande malgré des taux de croissance assez élevés. La production mondiale de Spiruline est
de 12000 tonnes par année avec un taux de croissance moyen de 5,2% (Koyande et al., 2019).
Les codts de production semblent constituer un obstacle a I’extension de la consommation de
la spiruline. En effet, le prix des protéines de spiruline se situe autour de 34$/kg, prix bien élevé
par rapport au prix des protéines de soja autour de 5%/kg (Soto-Sierra et al., 2018). Afin de
diminuer les colts de production de la spiruline, les auteurs ont etudié plusieurs possibilités
allant de I’amont comme les systémes et les facteurs de production ainsi qu’en aval a I’instar

des méthodes séchage et d’extraction.

Par ailleurs, la demande en microalgues reste importante et pourrait entrainer une augmentation
de la production. Par exemple, la demande du marché européen en huile de soja qui est de & 7,5
millions de tonnes nécessite la production de 10 millions de tonnes de microalgues. Pour les
biocarburants, la production nécessaire pour couvrir la demande du marché européen évaluée a
6,8 millions de tonnes est de 17 millions de tonnes de microalgues (Vanthoor-Koopmans et
al., 2013). En conséquence, une augmentation de la production entraine d’importantes
économies d’échelle. En effet, le colit de production diminue significativement quand la surface
de production augmente. Il passe de 9% par kg de biomasse pour 1ha a 4 $/kg sur une surface
de 100 ha (Wijffels et al., 2010).
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1.2.9.2.2.1 Réduction des coiits de production

Le milieu de culture est le deuxiéme facteur influencant le colt de production, il représente 15
a 25% du codt total (Madkour et al., 2012). Le milieu de culture le plus utilisé est le milieu
Zarrouk, son co(t est estimé a 0,08 USD par litre. Ce co(t jugé élevé a poussé les chercheurs
vers sa réduction. La production de la spiruline avec un milieu de culture recyclé et enrichi
avec 50% de nitrates, ainsi qu’une utilisation cyclique de la lumiére ont conduit a une
augmentation de la production de 8% avec une réduction du codt de production (Ho et al.,
2018). Delrue et al. (2017) ont procédé a une dilution du milieu de culture de 20% sans influer
ni sur le taux de croissance ni sur la composition nutritionnelle de la spiruline sur un cycle de
28 jours, la production est restée stable avec une récolte de 15g /m2/j. D’une autre coteé, Jung
et al. (2015) ont remplace le bicarbonate de sodium du milieu Zarrouk par la soude caustique
(NaOH) qui, en diminuant le pH provoque une conversion gaz carbonique dissout en composé
organique assimilable par la spiruline. En conséquence, le colt de préparation du milieu
Zarrouk a été réduit de 34,3%. Aussi, I’utilisation d’engrais, moins colteux,a réduit le colt du
milieu de culture de cing fois dans I’étude de Raoof et al. (2006) ou aucune réduction de

production et de nutriments n’ a été constatée.

Dans un autre contexte, afin de diminuer les colts, Zhai et al. (2017) ont étudié la possibilité
d’utiliser les eaux usées. Ils ont procédé par optimisation des 3 parametres : le pH, I’intensité
de la lumiére et le temps d’illumination. Bien que la densité obtenue a diminué de 22% et le
teneur en protéines de 15%, il n’en demeure pas moins que les économies réalisées en
nutriments comblent largement ces déficits. En plus, les phosphates et les nitrates contenus dans

les eaux usées ont éte absorbés a, respectivement, 94,13 % et 92,58%.

1.2.9.2.2.2 Cycle de croissance

La croissance de la spiruline se fait en deux phases. La premiere phase est exponentielle ou la
souche dirige son potentiel vers la croissance et la reproduction cellulaire, c’est dans cette phase
ou les protéines sont produites. La deuxiéeme phase est stationnaire, la cellule produit des
lipides, des polysaccharides. Dans I’étude Chentir et al. (2018), la composition de la biomasse
a été efficacement modulée pour la production de métabolites désirées. L’interaction entre
plusieurs parametres, a savoir intensité de la lumiére, concentration en NaCl, NaNO3 et

K2HPOs, a conduit aprés 3 jours a une composition de la biomasse similaire a celle obtenue
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apres 10 jours. Cette étude montre qu’en plus du gain en productivité, il est possible de contréler
la composition de la spiruline en fonction de la demande du marché tout en répondant

rapidement a cette demande.

1.2.9.2.2.3 Méthodes de récolte

Centrifugation

Bien que rapide et efficace dans le cas de la préservation de la qualité des nutriments a haute
valeur commerciale, cette méthode est trés colteuse (Soto-Sierra et al., 2018). Son co(t peut
représenter jusqu’a 25% du co(t total de la spiruline. Néanmoins, ce co(t peut étre réduit a 7%
dans le cas d’une préconcentration de la biomasse (Gonzélez-Fernandez et Ballesteros,
2013).

Floculation

Cette méthode est basée sur I’interaction entre le floculant et la surface de la cellule de la
spiruline (Brennan et Owende, 2010). Elle se fait par divers types de floculants : polyméres
cationiques, floculants inorganiques et biopolymeéres. L’inconvénient de cette méthode est les
résidus des floculants qui altérent la qualité du produit fini et réduisent considérablement sa
valeur commerciale. Cependant, il est possible d’utiliser des floculants de grade alimentaire ou
recyclables, mais, dans ce cas, des colts supplémentaires peuvent étre engendrés (Gonzalez-
Fernandez et Ballesteros, 2013)

Filtration

Cette méthode peut étre utilisée dans le cas ou la cellule de la microalgue dépasse 70um, c’est
qui le cas de la spiruline dont la forme filamenteuse (Figure 12) facilite I’utilisation de cette
méthode qui en plus peut récupérer 98%de la biomasse (Costa et al., 2019). Elle est peu
consommatrice d’énergie, elle consiste a récolter la biomasse par concentration. La
disponibilité d’une grande variéte de filtres et de membranes rend cette méthode I’une des plus
économiques (Chandra et al., 2019). En plus, la récolte est importante puisqu’elle peut passer
de 0,5¢/l a 150¢/l (Gonzalez-Fernandez et Ballesteros, 2013).
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Source : (Vernes et al., 2019)
A et B, spiruline fraiche, au microscope optique. C et D, spiruline seche, au microscope
électronique a balayage.

Figure 12. Observation microscopique des filaments de spiruline

1.2.9.2.2.3 Augmentation de la rentabilité

Certains auteurs ont proposé I’exploitation commerciale des autres composants de la spiruline
a I’instar des lipides, des polysaccharides et des pigments (Bleakley et Hayes, 2017). Cette
approche est justifiée par la valeur commerciale des protéines de la spiruline qui représentent
30% de la valeur totale (Wijffels et al., 2010). Dans ce sens, I’exploitation des lipides a partir
des microalgues pour la production de biocarburant concorde avec cette solution. En effet, un
prix de revient entre 4$/kg et 7$/kg est acceptable pour la production de nutriments, mais n’est
pas rentable pour I’exploitation unique des biocarburants (Norsker et al., 2011). La spiruline
contient des produits dont la valeur commerciale dépasse 100Eur / kg comme le béta- caroténe,
la phycocyanine et les acides gras non saturés (Bastiaens et al., 2017). La phycocyanine peut
aussi dépasse 200 EUR/kg au vu de ses nombreuses utilisations surtout en diagnostique

médicale (Brennan et Owende, 2010).

1.2.9.2.2.4 Situation géographique

Vu I’importance de la luminosité et de la température sur la production de la biomasse de
spiruline, une plus longue exposition a la lumiére avec des températures favorables entre 35°C
et 37°C conduit a une importante augmentation de la production. Dans deux sites de production

d’une méme surface de 1000 m?, situés en Hollande pour le premier et au Mexique pour le
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second, la production annuelle de biomasse passe de 1,5 tonne a 3 tonnes dans un systeme
ouvert et de 3,7 tonnes a 12,5 tonnes dans un photo bio réacteur respectivement (Barsanti et
Gualtieri, 2018). 1l en est de méme dans une étude menée au Brésil ou la production de
spiruline est 6 fois plus importante dans un site exposé a une tempeérature entre 27°C et 37°C
avec une luminosité de 75 a 1840 pmolphoton/m?3/s par rapport a un site expose a une température
entre 19°C & 25°C et une luminosité de 22 a 558 pmolghoton/m?3/s. Les auteurs ont aussi noté une
que la teneur de protéines et en phycocyanine est plus importante dans le premier site, 62%
et 311mg/g contre 53% et 75mg/g (de Jesus et al., 2018)

1.2.9.2.2.5 Réduction les coiits d’extraction

a réduction des colts d’extraction des protéines constitue aussi une autre alternative dans la
perspective de la réduction des prix des protéines de la spiruline (Bleakley et Hayes, 2017).
Le colt d’extraction représente 50% a 60% du codt total des protéines de la spiruline (Soto-
Sierraet al., 2018; Vermué et al., 2018).

Dans cet objectif, I’évaluation du colt d’extraction des protéines a partir de la spiruline avec
I’utilisation d’un prétraitement aux ultrasons et la Méthodologie de Surface de Réponse pourrait

contribuer a la réduction des codts de production.
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Matériel et méthodes

11.1. Matériel végetal.

La poudre de spiruline est fournie par un producteur local de la région de Ouargla (31°56'57"
N,5°19'30" E) au sud-est de I’ Algérie. La spiruline est cultivée dans des bassins, récoltée fraiche
puis séchée sur des tréteaux pendant 6 heures. Le séchage solaire est possible dans cette région,
la radiation solaire est importante, elle atteint 8557 Wh/m2 au mois de juin (Mecibah et al.,

2014). La teneur en eau passe de 90% a 8% apres le séchage.

11.2. Optimisation de I’effet des ultrasons.

11.2.1Méthodologie de surface de réponse.

La Méthodologie de Surface de Réponse est un ensemble de techniques mathématiques ayant
pour finalité de mesurer I’influence des variables sur la réponse finale. Grace a des modéles
mathématiques empiriques, elle permet de déterminer une relation entre les variables et la
réponse afin d’obtenir une réponse souhaitable par I’optimisation des variables influentes.
C’est, donc, un outil qui permet e controler les variables et expliquer leur effet sur la réponse
(Anderson-Cook et al., 2009). Afin de déterminer I’effet des ultrasons sur les propriétes
fonctionnelles et I’extraction des protéines, un modéle de type Box-Benhken Design (BBD) a
trois parameétres est utilisé. 11 a montré une meilleure efficacité dans le cas d’un modele a trois

parametres grace a ses nombreux avantages ( voir Chapitre 11.2.9.2).

Dans note cas, les réponses sont la capacité de rétention d’eau, la capacité de rétention d’huile
et le taux de protéines. Les variables communes aux réponses sont le temps et I’énergie de
sonication tandis que pour chaque réponse une autre variable spécifique est ajoutée : pH pour
la capacité de rétention d’eau, température pour la capacité de rétention d’huile et ratio solide

liquide pour le taux de protéines.

Les résultats du comportement des surfaces de réponse sont expliqués par un modéle

polynomial du second ordre :
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Ou y est la réponse, Po est un terme constant, i le coefficient linaire du parametre, Xi les

variables et € une valeur résiduelle associée a 1I’expérimentation (Stalikas et al., 2009; Erbas

et al., 2016)

I1.2.2. Evaluation du modeéle

Le logiciel Statistica 10 (Statsoft Inc.) est utilisé pour determiner les coefficients des polynémes
de la réponse. La signification est estimée par le test de Fisher (valeur F) et de la valeur de p.
Le modele est Vérifié par le coefficient de détermination R?, tandis que le test t verifie la

signification statistique.

Le diagramme de Pareto ou charte des estimations des effets montre I’effet de chaque variable
avec une valeur nommee « effet standard » qui est un rapport entre la valeur de I’effet se sa
déviation standard (Ferreira et al., 2017). Aussi, le logiciel utilisé propose un graphe montrant
la différence entre les valeurs prévues mathématiquement et les valeurs observées
expérimentalement. La proximité entre les deux valeurs est un argument supplémentaire quant

a la signification du modeéle.

Dans le but de valider le modele, I’analyse de la variance ANOVA est utilisée. Elle permet de
vérifier que le modele est adéquat en termes de coefficient d’estimation.

11.2.3. Profil de désirabilité

Développée par Derringuer et Suich en 1960, la désirabilité a pour objectif de regrouper un
ensemble de conditions ou de niveaux de variables produisant la plus désirable réponse. Pour
cela, deux étapes sont nécessaires. La premiére consiste a prévoir des réponses en fonction des
variables choisies par I’ajustement des réponses observées. Dans la seconde étape, il s’agit de
trouver les niveaux des variables qui, simultanément, produisent la réponse la plus
désiré(Candioti et al., 2014)e .

Le logiciel Statitica 10 (Statsoft Inc.) est utilisé pour avoir des tracés de contour 2D montrant
le niveau des réponses. Dans les zones du graphique ou la réponse est plus élevée , les niveaux
de parametres y correspondant sont prelevés. Les niveaux de desirabilité pour chaque réponse

sont déterminés par le logiciel cité précédemment. La procédure de Derringuer et Suich
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transforme les valeurs prévues en un score unique et général de désirabilité. Ce score varie de

0 pour un résultat indésirable a 1 pour un résultat tres désirable

11.3. Détermination des propriétés fonctionnelles de la poudre de spiruline.

11.3.1. La capacité de rétention d’eau.

La capacité de la protéine a été mesurée en utilisant une version modifiée de la méthode de
Yuliana et al. (2014). La poudre de spiruline a été mélangée vigoureusement avec de I'eau
(1:10, poids / poids) pendant 5 minutes. La suspension a ensuite été centrifugée (1500 g, 30

min).

Le surnageant a été pesé et la capacité de rétention d’eau a été déterminé par la formule
suivante :
P, — Py
Py

C =

Po est le poids de I'échantillon sec (g), P1 le poids du tube et de I'échantillon sec (g) et P2 le
poids du tube et du sédiment (g) (Yuliana et al., 2014).L’optimisation de la capacité de
rétention d’eau a été déterminée par le BBD, le choix du niveau des parametres est montré sur
le Tableau 6. Le choix du pH comme parametre est di a sa forte influence sur la capacité de
rétention d’eau (Kinsella et Melachouris, 1976), les deux autres parametres se justifient par

I’objectif de recherche d’une combinaison économique.

Tableau 6.Niveaux des variables pour la capacité de rétention d’eau.

Variables -1 0 1
pH 4 7 10
Energie des ultrasons (%) 30 50 70
Temps des ultrasons (min) 5 10 15

En conséquence du nombre de variables, un protocole de 15 expériences est proposé par le BBD

comme le montre le Tableau 7.
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Tableau 7. Protocole expérimental pour I’optimisation de la capacité de rétention d’eau.

Matériel et méthodes

Expériences oH Energie de Temps de sonication
sonication (%) (mn)
1 -1 0 -1
2 0 0 0
3 -1 0 1
4 1 0 -1
5 -1 -1 0
6 1 0 1
7 0 1 -1
8 0 1 1
9 0 -1 1
10 0 0 0
11 1 1 0
12 0 0 0
13 -1 1 0
14 0 1 1
15 1 -1 0

11.3.2. Détermination de la capacité de rétention d’huile.

La capacité de rétention d’huile de la poudre de spiruline a été déterminée en utilisant la

méthode de Yuliana et al. (2014) . La poudre de spiruline (1 g) a été mélangée a de I'huile de

tournesol (5 cm®) pendant 1 h & 30 °C. Le mélange a été centrifugé (1500 g, 30 min), et I'nuile

a été décantée. Le mélange piégé dans I'huile a été mesure.

La capacité de rétention d’huile, exprimée en ml d'huile, est calculée par la formule suivante :

H =

L )
P

P est le poids de I'échantillon sec (g), V1 est le volume de la poudre et de I’huile contenues

dans le tube et V2 est le volume de I’huile restante (ml) (Yuliana et al., 2014).
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L’optimisation de la capacité de rétention d’huile a été déterminée par le BBD, le choix et

niveau des variables est montré sur le Tableau 8.

Tableau 8. Niveaux des variables pour la capacité de rétention d’huile.

Variables -1 0 1

Température (°C) 25 35 50
Energie des ultrasons (%) | 30 50 70
Temps des ultrasons (min) | 5 10 15

Le choix de la température comme parametres est dd & son influence sur la capacité de rétention
d’huile (Zayas, 1997a). Pour les deux autres variables, a I’instar de la capacité de rétention
d’eau, I’intérét du choix se justifie par I’objectif de la réduction des colts. En consequence du
nombre de variables, un protocole de 15 expériences est propose par le BBD comme le
Tableau9.

Tableau 9. Protocole expérimental pour I’optimisation de la capacité de rétention d’huile.

Energie de
Expériences | Température sonication Temps de sonication
1 0 0 0
2 0 0 0
3 1 0 1
4 1 0 -1
5} -1 -1 0
6 -1 1 0
7 1 1 0
8 0 -1 -1
9 0 0 0
10 -1 0 1
11 1 -1 0
12 0 1 1
13 0 -1 0
14 0 1 -1
15 0 -1 1
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11.4. Détermination des isothermes de sorption.

11.4.1. Procédure expérimentale

Les isothermes de sorption d'humidité a 25 °C et a 40 °C ont été déterminées par la méthode
gravimétrique statique (Wolf et al., 1985). Des echantillons, environ 1 g de spiruline, ont été

pesés et placés dans un récipient scellé, trois échantillons par récipient.

Différentes solutions de 100 ml, de 10% a 90% (eau purifiée + H.SO4) ont été utilisées comme
solution électrolytique. A chaque concentration correspond une activité de I’eau comme le

montre le Tableau 1 cité en Annexes.

Pour prévenir la croissance de moisissures, un petit plat contenant du thymol est placé dans les
récipients ou activité de I’eau supérieure a 0,7. Les récipients ont été placés a 25°C et a 40°C

dans un étuve.

Les échantillons ont été peses aprés trois semaines. La teneur en humidité a I'équilibre a été
mesurée a l'aide d'un humidimétre a infrarouge (Sartorius) . Les valeurs observées sont la

moyenne de trois échantillons en poids.

11.4.2. Modélisation mathématique.

La régression non linéaire est appliquée pour déterminer le modele mathématique GAB, décrit
par I'équation ci-dessous (Blahovec et Yanniotis, 2007). La teneur en humidité de la
monocouche (Xm) est la quantité d’eau adsorbée a la surface, elle mesure la disponibilité des
sites de sorption actifs (Muzaffar et Kumar, 2016). C’est la constante d’énergie liée a la

chaleur de sorption, K est lié¢ a la chaleur de sorption de la multicouche.

X :(XmC Kaw)/((1-Kaw) (1- Kaw + CKaw))

Ou:

X : Teneur en humidité.

aw : Activité de l'eau

Xm : Teneur en eau correspondant a I’occupation de tous les sites de sorption de la couche

mono moléculaire, exprimée en %.
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C : Constante de GAB

K : Facteur correctif aux propriétés de la multicouche.

C et K sont définis par les équations ci-dessous. T est la température absolue (° K), R est la
constante de gaz universelle (8314 J mol-1 K-1), AHI et AH2 sont des fonctions de sorption de
chaleur:

C = Coexp AHc/RT

K = Koexp AHk/R
Ou,

AHc = Hm-Hn (5)
AHk = HI-Hn (6)

Hm est la chaleur de sorption de lamonocouche, Hn est la chaleur de sorption de la multicouche

et HI la chaleur de condensation de I'eau (43 KJ / mol) a 25 °C.

11.4.3. Evaluation du modéle.

Afin d’évaluer le modéle, nous utilisons, outre le coefficient de détermination R2, I’erreur

quadratique moyenne (RMSE), et I’écart relatif moyen (MRD) (Caballero-Ceron et al., 2015)

Yiv, (Xi.calc—Xi.exp)?
Y (Xiexp—Xi,calc)®

R*=1

RMSE=\/Z?=1(XL', calc — Xi, exp)?

1 . Xi,calc — Xi,exp
MRD = EZ abs [

, Xi,exp
=1

ou
n: nombre total d'observations,
Xi calc: valeur prévue

Xi exp: valeur expérimentale

11.3.4. La Chaleur iso stérique de sorption.
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La chaleur de sorption iso stérique est la quantité d'énergie nécessaire pour transformer une
masse unitaire de produits de liquide en vapeur a une température et pour une activité de I'eau
particuliere (Togrul et Arslan, 2007). Elle est déterminée par I'équation de Clausius-
Clayperon :

. (awl) AHDb 1 1

v Rl i1

AHD est la chaleur de sorption iso stérique (Kj / mol), aw1 et aw2 sont respectivement I’activité
de I’eau aux températures T1 et T2 (°K) et R est la constante de gaz parfait.

La chaleur nette de sorption iso stérique (gst) est la différence entre la chaleur totale de sorption
(Qst) et la chaleur de vaporisation de l'eau (AHo). Il peut étre déterminé en utilisant 1'équation
suivante :

gst = Qst-AHo

11.5. Extraction de protéines

Pour I’extraction des protéines, la méthode de Barbarino et Lourenco (2005) modifiée a été
utilisee (Barbarino et Lourenco, 2005) La poudre de spiruline a éte ajoutée a de I’eau purifiee.
La suspension est agitée jusqu'a obtention d'une solution homogéne. La solution est introduite
dans un bain a ultrasons (Fisher bioblock Transonic TI-H, 25-45 kHz).

Ensuite une solution de NaOH IN est ajoutée jusqu’a pH 10. La suspension est alors centrifugée
(Hettich EBA 8, Allemagne) a 7 000 tr / min pendant 30 min. Apres collecte du surnageant, du
ATC 0,3 M a été ajouté jusqu'a pH 3. La solution subit une autre centrifugation a 7 000 tr / min
pendant 30 min; les grains ont été recueillis et neutralisés a pH 7 avec NaOH IN et conserveés

pour des essais ultérieurs.

11.5.1 Teneur en protéines.

La teneur en protéines a été obtenue par la méthode de Lowry (Slocombe et al., 2013). Le
réactif Folin — Ciocalteu (Sharlau, Belgique) a été dilué dans deux volumes d'eau purifiée (1:
2) et 0,5 ml du réactif dilue ont été ajoutés a 1,0 ml d'échantillon, préalablement mélangés a 5,0
ml du réactif «C» [ 50 volumes de «Ax» réactif (2,0% de Na2Cus + NaOH 0,1 N) +1 volume de
«B» réactif (1/2 volume de CuSO4 5H20 + 1/2 volume de 1,0% de C4HaNaOg 4H,0)]. Ensuite,
apres, les échantillons ont été agités pendant 2 s dans un agitateur a tube a essai. L'absorbance

55



Matériel et méthodes

a été mesurée a 750 nm, 35 minutes apreés le début de la réaction chimique a température
ambiante (Ahmed, 2004). Nous remarquons le changement de couleur du prélevement vers le
bleu aprés I’ajout du réactif de Folin — Ciocalteu.

La courbe d’étalonnage ( Figure 8) est préparée pour chaque essai en utilisant une solution mere
d’albumine de sérum bovin (BSA) (200 mg /). Une courbe standard est générée sous la forme
d'équation y = ax + b (Microsoft Excel, 2010), le coefficient de corrélation (R?) est significatif,
la valeur est 0,99. L'absorbance spectrophotométrique a été convertie en concentration en

protéines a l'aide de la courbe d'étalonnage établie a I'aide de I'équation suivante.
CVD

Protéines (% P/ P) = — X 100

C’est la concentration en protéines (mg/ ml) obtenue a partir de la courbe d'étalonnage ( Figure
16) , V est le volume (L) du tampon de lyse utilisé pour remettre en suspension la biomasse, D
le facteur de dilution (6,25) et m la quantité de biomasse (mg).

Figure 13 Obtention de la concentration de protéines a partir de la courbe d’étalonnage.

11.5.2. Optimisation de I’extraction des protéines.
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L’optimisation de I’extraction des protéines a été déterminée par le BBD, le choix et niveau des
variables est montré sur le Tableau 10. Le choix du ratio solide/liquide a montré son influence
dans plusieurs études comme I’extraction des protéines des protéines du riz (Phongthai et al.,
2016).

Tableau 10. Niveaux des variables pour I’extraction des protéines

Variables -1 0 1
Ratio solide / liquide (mg/ml) 1:100 3:100 5:100
Energie des ultrasons (%) 30 50 70
Temps des ultrasons (min) 4 8 12

En conséquence du nombre de variables, un protocole de 15 expériences est proposé par le BBD

comme le Tableau 11.

Tableau 11. Protocole expérimental pour I’optimisation de I’extraction des protéines.

1 0 0 0
2 0 1 -1
3 -1 0 -1
4 1 0 -1
5 0 1 1
6 0 -1 -1
7 1 1 0
8 1 0 1
9 0 0 0
10 -1 -1 0
11 -1 0 1
12 -1 1 0
13 1 -1 0
14 0 0 0
15 0 -1 1
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11.5.3. Calcul du colt d’extraction.

Le calcul du codt d’extraction se fait a travers le logiciel LINDO utilisé pour résoudre les
modeles d’optimisation linéaires, entiers et quadratiques. La méthode consiste a établir une
équation du premier degré qui implique les trois parameétres : ou x est le prix du gramme de la
poudre de protéines représentant le parametre ratio solide liquide , y la consommation du
courant électrique représentant le paramétre énergie de sonication et z le prix du courant

électrique par minute

Ensuite, introduire les équations de I’optimisation entre deux parametres. Les équations sont

limitées par les extremums de chaque parameétre préleveés sur les graphes.
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Résultats et discussion

I11.1. Détermination des propriétés fonctionnelles de la poudre de spiruline.

111.1.1. Optimisation de I’effet des ultrasons sur la capacité de rétention d’eau de la
spiruline.

Dans le but d’optimiser la capacité de rétention d’eau de la poudre de spiruline préalablement
traitée par ultrasons, nous avons utilisé la Méthodologie de Surface de Réponse (MSR). Le
logiciel Statistica 10 (Statsoft, USA) a été utilisé pour la conception d’un plan de 15 expériences,
type Box-Behnken, nous permettant de déterminer la combinaison optimale entre les trois
parametres (pH, energie de sonication, temps de sonication). En conséquence, par la MSR, nous
avons pu déterminer I’équation qui permet de calculer la capacité de rétention d’eau en variant

les différents parametres.

111.1.1.1. Ajustement du modeéle.

Une évaluation du modéle quadratique de surface de réponse a été effectuée par I’analyse de la
variance (ANOVA) comme le montre le Tableau 12.

Tableau 12.Analyse de la variance ANOVA pour le modele quadratique de surface de réponse
de la capacité de rétention d’eau de la poudre de spiruline.

Somme | df (degré | Moyenne F p
Variables des carrés | de liberté) | des carrés
(LpH  L+Q 0,43 2,00 0,22 3177 0,011
(2)Energie de sonication L+Q 0,01 2,00 0,00 5,07 0,095
(3)Temps de sonication L+Q 0,64 2,00 0,32 4,28 0,05
Erreur 0,59 8,00 0,07
Total somme des carrés 1,64 14,00

L’influence des parametres est significative si la valeur de F (test de Fisher) est élevée et la
valeur de p inférieure a 0,05 (Tan et al., 2014). De ce fait, le modéle est significatif vu que la
valeur de F est de 3177 et la valeur de p inférieure a 0,05. L’effet de chaque paramétre sur le
modele est montré sur le diagramme de Pareto (Figure 14). Le temps de sonication est le
parametre le plus influent avec un effet quadratique, le pH et I’énergie de sonication restent
moins influents. En outre, la Figure 15 montre la différence entre les valeurs observées et les
valeurs prévues. Nous remarquons une légere différence entre ces valeurs, le coefficient de

variation étant de 3,62% et un coefficient de détermination de 0,93.



Résultats et discussion

Figure 14.Diagramme de Pareto des effets pour la capacité de rétention d’eau.

Figure 15.Valeurs observées et valeurs prévues de la capacité de rétention d’eau de la poudre
de Spiruline.
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Tableau 13. Estimation des effets pour le modéle quadratique de surface de réponse de la

capacité de rétention d’eau de la poudre de spiruline.

Variables - Std.Err ¢ -95,00% - +95,00% - || -95,00% - || +95,00% -
' P Cnf.Lmt Cnf.Lmt Cnf.Lmt Cnf.Lmt
Effect
Intercept 4,02 0,08 49,35 0,00 3,81 4,23
pH -0,15 0,05 -3,00 0,03 -0,28 -0,02 -0,33 0,11
pHA2 0,26 0,07 3,55 0,02 0,07 0,45 0,39 0,11
Energie de 0,01 0,05 0,20 0,85 -0,12 0,14 0,02 0,11
sonication
Energie de -0,04 0,07 -0,60 0,57 -0,23 0,14 -0,07 0,11
sonication”"2
Temps de 0,07 0,05 1,45 0,21 -0,06 0,20 0,16 0,11
sonication
Temps de 0,40 0,07 5,45 0,00 0,21 0,59 0,61 0,11
sonication”"2
pH*Energie 0,32 0,07 4,53 0,01 0,14 0,50 0,50 0,11
de sonication
pH*Temps de 0,13 0,07 1,77 0,14 -0,06 0,31 0,20 0,11
sonication
Energie de
sonication* 0,08 0,07 1,06 0,34 -0,11 0,26 0,12 0,11
Temps de
sonication

En se basant sur le tableau de I’estimation des effets (Tableau 13, I’équation polynomiale du

second ordre représentant la capacité de rétention d’eau en fonction des variables a été

déterminée :

Y = 4.02-0.150*(pH)+0.260*(pH)? +0,4(TS)+0,32(ES)*(pH)

Ou:

Y : Capacité de rétention d’eau (%).

TS : Temps de sonication (min).

ES : Energie de sonication (%).

Les coefficients d’estimation indiquent une contribution positive du pH en terme linéaire et

quadratique, du temps de sonication en terme quadratique et de I’interaction du rapport pH avec

I’énergie de sonication. On peut donc conclure que la capacité de rétention d’eau de la poudre

de spiruline augmente avec I’augmentation en terme quadratique du pH et du rapport entre le
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pH et I’énergie de sonication. Par contre, I’augmentation du pH en terme linéaire provoque une

diminution de la capacité de rétention d’eau.

111.1.1.2 Analyse des surfaces de réponse.

Dans le but d’étudier I’effet combiné des différents parametres sur la capacité de rétention
d’eau, des courbes de surface de réponse a trois dimensions ont été tracées en variant deux
parameétres, le troisieme reste maintenu a son niveau central. Ces courbes sont montrées sur la
Figure 16 (a-c), chaque courbe illustre I’interaction de deux variables : Le pH et I’énergie de
sonication avec le temps de sonication maintenu a 10 min, le pH et le temps de sonication avec
I’énergie de sonication maintenue a 50% et le temps et I’énergie de sonication avec le pH

maintenu a 7.

L’effet du temps de sonication et du pH est significatif, I’augmentation du temps de sonication
provoque une augmentation de la capacité de rétention d’eau, tandis qu’une diminution de la
capacité de rétention d’eau est observée quand le pH augmente (Figure 16(a)). Sur la Figure 16
(b), on observe I’effet significatif du temps dont I’augmentation provoque une augmentation de
la capacité de rétention d’eau, I’effet de I’energie de sonication n’étant pas visible. Par ailleurs,
I’effet quadratique du pH est significatif comme le montre la Figure 16 (c), I’augmentation de
la capacité de rétention d’eau augmente quand le pH diminue. Cette tendance a aussi été
constatée pour le concentré de protéines du pois fourrager (Mune Mune et al., 2014). Par
contre, pour I’isolat protéique de spiruline, I’augmentation du pH provoque une augmentation
de la capacité de rétention d’eau, mais la diminution du pH reste sans effet (Benelhadj et al.,
2016). L auteur explique ce résultat par la polarité de I’isolat protéique qui augmente la capacité
de rétention d’eau. Concernant I’effet significatif des ultrasons, il a été confirmé par Higuerra-
Barraza et al.(2016) ou une exposition de 20 minutes aux ultrasons a augmenté la capacité de

rétention d’eau (Higuera-Barraza et al., 2016).

Par ailleurs, I’effet du pH a aussi été observé pour le concentré de protéines du pois fourrager.
En effet, une augmentation du pH provoque une diminution de la capacité de rétention d’eau
(Mune Mune et al., 2014). Par contre pour I’isolat protéique de spiruline, c’est I’augmentation
du pH qui a provoqué une augmentation de la capacité de rétention d’eau tandis que la
diminution du pH n’a pas d’effet significatif , I’auteur explique ce résultat par la polarité de

I’isolat protéique qui augmente la rétention d’eau (Benelhadj et al., 2016).

63



Résultats et discussion

Figure 16. Surfaces de réponse 3D de la capacité de rétention d’eau de la poudre de spiruline
en fonction (a) du pH et du temps de sonication, (b) de I’énergie et du temps de sonication, (c)
du pH et de I’énergie de sonication.
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111.1 .1 .3 Résultats du modele.
Le Tableau 14 nous montre les résultats obtenus de la capacité de rétention d’eau selon les 15
expériences du Box-Behnken.

Tableau 14. Le plan expérimental de Box-Behnken et les valeurs de réponses observées pour
la capacité de rétention d'eau.

Variable Variables
Expériences | codées non codées Capacité de
Energie| Temps rétention d'eau

X1 X2 | X3 pH (%) (min) (9)
1 -1 0 -1 4 50 5 4,97
2 0 0 0 7 50 10 3,92
3 -1 0 1 4 50 15 4,9
4 1 0 -1 10 50 5 4,22
5 -1 -1 0 4 30 10 4,6
6 1 1 10 50 15 4,65
7 0 -1 7 70 5 4,26
8 0 1 70 15 4,52
9 0 -1 1 30 15 4,35
10 0 0 0 50 10 4,05
11 1 1 0 10 70 10 4,52
12 0 0 0 7 50 10 4,1
13 -1 1 0 70 10 3,98
14 -1 -1 7 30 5 4,39
15 -1 0 10 30 10 3,86

La valeur maximale de la capacité de rétention d’eau est de 4,97 g d’eau/ g de spiruline, tandis
que la valeur minimale est de 3,86 g d’eau/g de spiruline. Ces valeurs montrent I’effet positif
des ultrasons, car, dans une étude sans utilisation des ultrasons, la capacité de rétention d’eau
était de 2,2 g d’eau/g spiruline (Devi et Venkataraman, 1984). Cette valeur est aussi
supérieure a celles obtenues pour la farine de mais et le mélange farine de mais avec farine de
blé(Shad et al., 2013). Il en est de méme pour la farine de différents Iégumes secs, a savoir pois
chiches, lentilles, haricots et feves (Du et al., 2014), et I’isolat protéique de petit pois (Stone et
al., 2015). Cette valeur élevée de la capacité de rétention d’eau peut étre expliquee par la
présence simultanée de protéines et de polysaccharides dans la poudre de spiruline, la présence

de ces derniers améliore la capacité de rétention d’eau (Zhu et al., 2010). En conséquence, la
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poudre de spiruline peut étre utilisée dans la préparation d’aliments visqueux tels que les

soupes, les produits de panification, les sauces(AOAC, 1990).

111.1.1.4 Optimisation de la capacité de rétention d’eau.

Le but de ce chapitre est de déterminer les conditions optimales de la capacité de rétention
d’eau. Etant donné que le modéle mathématique est valide, nous avons réalisé les tracés de
contour 2D afin de trouver la solution optimale. Ainsi, deux facteurs sont maintenus a leur
niveau central, le troisieme facteur varie de sa valeur minimale, puis centrale ensuite
maximale. La réponse optimale est visible sur la région la plus foncée de la courbe. Donc,
nous pouvons déterminer la valeur de chaque facteur donnant la réponse optimale a partir du
graphique (Bouzaouit et Bidjou-Haiour, 2015). Ainsi la Figure 17 nous donne les tracés de
contour 2D ou la troisiéme variable est maintenue a son niveau central. Sur deux courbes,
nous pouvons constater I’obtention d’une capacité de rétention d’eau supérieure a 5,2 ¢

d’eau / g de poudre de spiruline, d’ou les valeurs optimales sont déterminées.

Sur la Figure 18, nous remarquons que I’effet combiné du pH et du temps de sonication a leur
niveau central donne un résultat supérieur aux valeurs expérimentales. Donc, on peut
déterminer les valeurs des parametres relatifs a ce résultat. Au niveau maximal de I’énergie de
sonication, nous avons obtenu une capacité de rétention d’eau supérieure a 5,2 nous permettant,
ainsi, de déterminer les valeurs optimales des parameétres avec lesquelles ce résultat a été

obtenu.

Nous remarquons sur la Figure 19, que les meilleurs résultats de la capacité de rétention d’eau
sont obtenus au niveau minimal des parametres ou la capacité de rétention d’eau est supérieure
a 5 dans les trois cas. Les résultats déja obtenus lors des combinaisons précédentes sont ainsi

confirmés.

Donc, nous remarquons que I’effet combiné du pH et du temps de sonication a leur niveau
central donne un résultat supérieur aux valeurs expérimentales. Donc, on peut déterminer les
valeurs des parameétres relatifs a ce résultat. En conséquence, les valeurs optimales non codées

sont les suivantes :
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Valeurs retenues :
pH:3

Temps de sonication :
16 min

Energie de
sonication :50%

Figure 17.Tracé de contour 2D De la capacité de rétention d’eau de la poudre de spiruline
avec le maintien du troisieme paramétre au niveau central.
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Valeurs retenues :
pH:3

Temps de
sonication : 16 min

Energie de
sonication :50%

Figure 18. Tracé de contour en 2D De la capacité de rétention d’eau de la poudre de spiruline
avec le maintien du troisiéme parametre au niveau maximal.
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Valeurs retenues :
pH:3

Temps de sonication : 16
min

Energie de
sonication :50%

Figure 19.Tracé de contour 2D De la capacité de rétention d’eau de la poudre de spiruline
avec le maintien du troisieme parameétre au niveau minimal.
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pH:3
Temps de sonication : 16 min

Energie de sonication :50 %

La fonction de désirabilité determinée par le logiciel Statistica 10 (Statsoft,Inc).a donné un taux
optimal de la capacité de rétention d’eau de 5,35 g d’eau. Ce résultat n’a pas été obtenu dans
les 15 expériences du Box-Benhken Design. La Figure 20 montre le profil de désirabilité réalise
avec la méthode quadratique, nous remarquons que cette valeur se situe dans I’espace de
confidence pour les trois variables, et que la désirabilité est proche de 1 prouvant ainsi que le
modele est adéquat.(Candioti et al., 2014) ; cette valeur a été obtenue lorsque pH est a son
niveau minimal et le temps de sonication au niveau maximal. Cette tendance est confirmée par
le tableau des valeurs de désirabilité (Tableau 15) en fonction des niveaux de chaque paramétre
ou nous remarquons que la valeur de désirabilité est a son maximum quand le pH est a son
niveau minimal, le temps de sonication a son niveau maximal. Quant a I’énergie de sonication,
sa variation n’a pas d’effet significatif sur le résultat. Aussi, I’influence de chaque paramétre

est fourbie par le logiciel précédemment cité.

111.1.1.4.1 pH

Le score de desirabilité est influencé par le pH, il est a son maximum a pH 4. Ce score est au
minimum quand le pH est neutre et augmente légerement a pH alcalin comme le montre la
Figure 20(a)

111.1.1.4.2 Energie de sonication.

Sur la Figure 20(b), on remarque I’importance I’énergie de sonication sur le score désirabilité
qui est a son maximum quel que soit la valeur de I’énergie de sonication. En conséquence, la

variabilité de I’énergie de sonication ne modifie pas le score de désirabilite.

111.1.1.4.3 Le temps de sonication

La figure 20(©) montre clairement que la variabilité du temps de sonication est le paramétre le
plus influent. Le score de désirabilité est a son maximum aux valeurs extrémes du temps de
sonication et a son minimum au niveau central. Le meilleur score est obtenu quand le temps de

sonication est de 16 min.

70



Résultats et discussion

Figure 20. Profil de la fonction de désirabilité de la capacité de rétention d’eau , (a) pH, (b)
énergie de sonication et (c) temps de sonication.
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Tableau 15 . Profil de désirabilité pour le modele quadratique de surface de réponse de la
capacité de rétention d’eau de la poudre de spiruline

ey g | MABEIELE e | Vit o

parametre d'eal désirabilité
pH 4,00 5,10 1,00
pH 5,50 4,83 0,87
pH 7,00 4,69 0,75
pH 8,50 4,68 0,74
pH 10,00 4,80 0,85
Energie de sonication 30,00 5,30 1,00
Energie de sonication 40,00 5,34 1,00
Energie de sonication 50,00 5,35 1,00
Energie de sonication 60,00 5,35 1,00
Energie de sonication 70,00 5,32 1,00
Temps de sonication 5,00 5,02 1,00
Temps de sonication 7,50 4,75 0,80
Temps de sonication 10,00 4,69 0,75
Temps de sonication 12,50 4,82 0,87
Temps de sonication 15,00 5,16 1,00

Nous pouvons aussi Vérifier le résultat de la fonction de désirabilité en calculant la capacité de
rétention d’eau a partir de I’équation ci-dessous en introduisant les valeurs des parametres

retenues a partir des graphes de contour 2D.
Y =4.02-0.150*(pH)+0.260*(pH)? +0,4(TS)+0,32(ES)*(pH)

Le résultat obtenu est de 5,8, résultat supérieur au résultat expérimental maximal, confirmant

ainsi le résultat obtenu par la fonction de désirabilité.
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111.1.2. Optimisation de I’effet des ultrasons sur la capacité de rétention d’huile de la
spiruline.

A linstar de I’optimisation de la capacité de rétention d’eau de la poudre de spiruline,
préalablement traitée par ultrasons, nous avons utilisé la MSR avec le logiciel Statistica 10
(Statsoft,USA) pour la conception d’un plan de 15 expériences, type Box-Behnken. La
combinaison optimale entre les trois parametres (Température, énergie de sonication, temps de
sonication) étant le but de ce plan d’expérience avec, en définitive, la détermination de

I’équation qui permet de calculer la capacité de rétention d’huile en variant les parameétres cités.

111.1.2.1 Ajustement du modéle.

L’analyse de la variance (ANOVA) a été utilisée pour I’évaluation du modéle quadratique de

surface de réponse comme le montre le tableau 16.

Tableau 16. Analyse de la variance ANOVA pour le modéle quadratique de surface de
réponse de la capacité de rétention d’huile de la poudre de spiruline.

Somme | Degré Moyenne des

Variables des de , F p
, . , carres
carrés liberté
(1)Température L+Q  |0,091650 |2 0,045825 747020 |0,014790
(Z)E”erg'iizson'ca“o” 0156405 |2 0,078202 12.74823 (0,003254
(3)Temps de sonication L+Q [0,072182 |2 0,036091 588338 |0,026830
Erreur 0,049075 |8 0,006134

Total somme des carrés  |0,364373 |14

Le modele est significatif vu que la valeur de F est élevée et la valeur de p inférieure a 0,05.

L’effet de chaque parametre sur le modele est montré sur le diagramme de Pareto (Figure 21).
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Figure 21. Diagramme de Pareto des effets pour la capacité de rétention d’huile.

Nous remarquons que les effets linéaires des trois paramétres sont significatifs avec, cependant
un effet plus significatif de I’énergie de sonication, suivi de la température et du temps de
sonication. En terme quadratique, le seul effet significatif est I’énergie de sonication. Le
coefficient de déetermination du modele (R?) est de 0,83 attestant que le modeéle est significatif.

La différence entre les valeurs observées et prévues est minime comme le montre la Figure 23.

Figure 22.Valeurs observées (petits cercles) et valeurs prévues (ligne droite) de la capacité de
rétention de I’huile.

Le Tableau 17 de I’estimation des effets a été utiliseé pour determiner I’équation polynomiale

du second ordre représentant la capacité de rétention de I’huile en fonction des trois variables.
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Cette equation se présente comme suit :

Y= 2,04+0,20(T)+0,24 (ES)+0,13(ES)2 +0,19(TS)
ou

T = Température en °C.

ES= Energie de sonication en %.

TS= Temps de sonication en min.

Les coefficients d’estimation indiquent I’effet significatif de la température et de I’Energie de
sonication. Le temps et les effets entre parameétres restent sans effet. Par contre, une
augmentation simultanée de la température et de I’énergie de sonication augmentent la capacité

de rétention d’huile en terme linéaire.

Tableau 17. Estimation des effets pour le modele quadratique de surface de réponse de la
capacité de rétention d’huile de la poudre de spiruline.

“on | +95,%
Erreur (8) 95_’/0 - Coeff. | stagr | 9% - | +95%-
Effect | standard. P Cnf.Li ' ee | Cnf.Limt | Cnf.Limt
Cnf.L - Coeff.
. mt
imt
Mean/Interc. 2,04 | 0,02 89 54 " |1.99 2,09 | 2,04 0,02 1,99 2,09
(1) Température
) 0,20 | 0,06 352 |0,01 |007 0,32 | 0,10 0,03 0,03 0,16
Température -
) 0,08 | 0,04 205 10,07 0,01 0,18 | 0,04 0,02 |- 0,01 0,09
(2)Energie de
sonication(L) 0,24 | 0,06 438 0,00 |011 0,37 | 0,12 0,03 0,06 0,19
Energie de
sonication(Q) 0,13 | 0,04 308 [002 0,03 0,22 | 0,06 0,02 0,02 0,11
(3)Temps de
sonication(L) 0,19 | 0,06 339 001 |0,06 0,32 | 0,09 0,03 0,03 0,16
Temps de 0,02 | 0,04 0,12 | 0,01 0,02 |- 0,04 0,06

0,55 |0,60 |0,07

sonication(Q)

111.1.2.2 Analyse des surfaces de réponse.

La Figure 23 nous donne les courbes de surface de réponse a trois dimensions, I’objectif est
d’étudier I’effet combiné des différents parametres par la variation de deux parametres, le

troisiéme reste maintenu a son niveau central.
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(a)

(b)

(©)

Figure 23 .Surfaces de réponse 3D de la capacité de rétention d’huile de la poudre de spiruline
en fonction (a) de la température et de I’énergie de sonication, (b) de la température et du
temps de sonication, (c) du temps et de I’énergie de sonication.
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Nous observons, donc, un effet quadratique et linéaire de la température et du temps de
sonication. Une augmentation de la capacité de rétention d’huile est constatée suite a
I’augmentation de ces deux parametres (Figure 23 (a). Sur la Figure 23 (b), nous remarquons
I’effet linaire du temps de sonication dont I’augmentation provoque une augmentation de la
capacité de rétention d’huile. Par contre, I’énergie de sonication est significative en terme
quadratique et linéaire, tandis que le temps de sonication n’est significatif qu’en terme linéaire
(Figure 23 (c)).

111.1.2.3 Résultats du modéle.

Le Tableau 18 nous donne la capacité de rétention d’huile en fonction des différentes
combinaisons. La capacité de rétention d’huile de la poudre de spiruline varie entre 2,3 ml H.O /
g poudre de spiruline. Ces résultats sont légérement supérieurs au résultat obtenu par Devi et
Venkataraman (1984) , a savoir (1,9 g/g), résultat obtenu sans traitement préalable aux ultrasons
(Devi et Venkataraman, 1984). Par contre, ce résultat est inferieur a celui de I’isolat protéique
de spiruline (Benelhadj et al., 2016) et de soja (Zhu et al., 2010), tandis que notre résultat est

supérieur a la poudre de soja (Devi et Venkataraman, 1984).

Pour I’isolat proteique de I’algue Kappaphycus, qui contient 62% de protéines, la capacité de
rétention d’huile (1,299/g H20) est bien inférieure a celui de la poudre de spiruline (Suresh
Kumar et al., 2014). Par ailleurs, la capacité de rétention d’huile du concentré de protéines du
fenugrec, qui contient 28% de proteines, est de 1,56 ml /g H20 (EI Nasri et El Tinay, 2007).

D’une maniere générale, la capacité de rétention d’huile de la poudre de spiruline préalablement
traitée aux ultrasons demeure acceptable en comparaison avec d’autres isolats protéiques a
I’instar du riz, entre 1,32 g H>O et 2,14 g/g H2.O (Zhao et al., 2012), 1, 32 g/g H20 et 2,4 g/g
H>0O pour le germe de blé (Shad et al., 2013).

La teneur élevée en protéines de la spiruline explique cette différence, les groupes hydrophobes
des protéines augmentent avec, comme résultat, plus de complexes huile-protéines sont génerés
(Du et al., 2014). Cette approche est confirmee par I’étude portant sur plusieurs farines de
Iégumineuses entiéres ou, pour des teneurs en protéines comprises entre 22% et 28%, la capacité
de rétention d’huile varie entre 0,93 g H20 / g de farine de légumes et 1,38 g H20O / g de farine
de legumes (Jiang et al., 2014).
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En prenant en considération la capacité de rétention d’huile de la farine de soja (56 % de
protéines) qui est de 0,84 g/ g H20 (Kinsella, 1979) , la capacité de rétention d’huile de la
poudre de spiruline est satisfaisante et , en conséquence, peut étre utilisée dans I’industrie

agroalimentaire.

Tableau 18. Capacité de rétention d’huile en fonction des différentes combinaisons.

Température | Temps de Energie de Capacité de
Essais (°C) sonication (min) |sonication (%) rétention d’huile

1 0 0 0 2,1
2 0 0 0 2,2
3 1 0 1 2,15
4 1 0 -1 2,1
5 -1 -1 0 1,7
6 -1 1 0 2

7 1 1 0 2,3
8 0 -1 -1 1,8
9 0 0 0 2,15
10 -1 0 1 2,1
11 1 -1 0 1,93
12 0 1 1 2,2
13 0 -1 0 2,1
14 0 1 -1 2

15 -1 0 -1 1,9

111.1.2.4 Optimisation de la capacité de rétention d’huile.

Le but de ce chapitre est de déterminer les conditions optimales de la capacité de rétention
d’eau. Etant donné que le modéle mathématique est valide, nous avons réalisé les tracés de
contour en 2D afin de trouver la solution optimale. Ainsi, deux facteurs sont maintenus a leur
niveau central, le troisieme facteur varie de sa valeur minimale, puis centrale ensuite maximale.
La réponse optimale est visible sur la région la plus foncée de la courbe. Donc, nous pouvons
déterminer la valeur de chaque facteur donnant la réponse optimale a partir du graphique

(Bouzaouit et Bidjou-Haiour, 2015). Sur plusieurs courbes, nous pouvons constater
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I’obtention d’une capacité de rétention d’huile supérieure a 2,3 g d’eau/g de poudre de spiruline,

d’ou les valeurs optimales peuvent étre déterminées.

Sur la Figure 25, nous remarquons que I’effet combiné du pH et du temps de sonication a leur
niveau maximal donnent un résultat supérieur aux valeurs expérimentales. Donc, on peut

déterminer les valeurs des paramétres relatifs a ce résultat.

Sur la Figure 26, nous remarquons que I’effet combiné du pH et du temps de sonication a leur
niveau central donne un résultat supérieur aux valeurs expérimentales. Donc, on peut

déterminer les valeurs des paramétres relatifs a ce résultat.

Sur la Figure 27, nous remarquons que le maintien du troisieme parametre a son niveau minimal
donne des résultats inférieurs a la valeur optimale expérimentale. En conséquence, on ne peut

pas retenir de valeurs a ce niveau.
En conséquence, les valeurs optimales non codees sont les suivantes :

Température : 45 °C.
Energie de sonication : 65%
Temps de sonication : 16 min

La fonction de désirabilité a donné un taux optimal de la capacité de rétention d’huile eau de
2,34 ml d’eau/ g de poudre de spiruline. Ce résultat n’a pas été obtenu dans les 15 expériences
du Box-Benhken Design. La Figure 27 montre le profil de désirabilité réalise avec la méthode
quadratique, nous remarquons que cette valeur se situe dans I’espace de confidence pour les
trois variables, et que la désirabilité est proche de 1 prouvant ainsi que le modéle est
adéquat.(Candioti et al., 2014). Cette valeur a été obtenue lorsque les trois variables sont
proches de leur niveau maximal. Cette tendance est confirmée par le tableau des valeurs de

désirabilité Tableau 19 en fonction des niveaux de chaque paramétre.

111.1.2.4.1. Température

L’influence de la température sur la capacité de rétention d’huile est visible. Son augmentation
est proportionnelle au score de désirabilité comme le montre la Figure 27 (a) ; ce dernier est a

son maximum au niveau maximal de la température, entre 45°C et 50°C.
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111.1.2.4.2. Energie de sonication

Le meilleur score de désirabilité est obtenu quand I’énergie de sonication est de 65%. L’énergie
de sonication reste influente, le score de désirabilité est & son maximum & une énergie de

sonication supérieure a 50% comme le montre la Figure 27(b).

111.1.2.4.3 Temps de sonication

Le score de désirabilité est proportionnel a I’augmentation du temps de sonication. Il est a son
niveau maximal entre 15 et 16 min. En deca de ces valeurs, nous observons une courbe
ascendante montrant ainsi I’influence graduelle du temps de sonication sur le score de
désirabilité (Figure 27©).

Nous pouvons aussi Vérifier le résultat de la fonction de désirabilité en calculant la capacité de
rétention d’eau a partir de I’équation ci-dessous en introduisant les valeurs des parametres

retenues a partir des graphes de contour 2D.
Y= 2,04+0,20(T)+0,24 (ES)+0,13(ES)? +0,19(TS).

Le résultat obtenu est de 2,43, résultat supérieur au résultat expérimental maximal, confirmant

ainsi le résultat obtenu par la fonction de désirabilité.
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Valeurs retenues :
Température : 45°C.
Temps de sonication : 16 min

Energie de sonication : 65%

Figure 24. Tracé de contour 2D De la capacité de rétention d’huile de la poudre de spiruline
avec le maintien du troisiéme parametre au niveau central.
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Valeurs retenues :
Température : 45°C.
Temps de sonication : 16 min

Energie de sonication :65%

Figure 25. Tracé de contour 2D de la capacité de rétention d’huile de la poudre de spiruline

avec le maintien du troisiéme paramétre au niveau maximum.
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Valeurs retenues :

Aucune valeur retenue,
les résultats sont
inférieurs aux valeurs
expérimentales.

Figure 26. Tracé de contour 2D de la capacité de rétention d’huile de la poudre de spiruline
avec le maintien du troisiéme paramétre au niveau minimum.
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Figure 27. Profil de désirabilité de la capacité de rétention d’huile, (a) température, (b) énergie
de sonication et (c) temps de sonication
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Tableau 19.Profil de désirabilité pour le modéle quadratique de surface de réponse de la
capacité de rétention d’huile de la poudre de spiruline.

Variables Capacité de rétention d’huile prévue | Valeur de désirabilité
Température 2,12 0,71
Température 2,24 0,90
Température 2,31 1,00
Température 2,34 1,00
Température 2,32 1,00
Energie de sonication 2,06 0,59
Energie de sonication 2,22 0,86
Energie de sonication 2,31 1,00
Energie de sonication 2,34 1,00
Energie de sonication 2,30 1,00
Temps de sonication 2,14 0,73
Temps de sonication 2,20 0,84
Temps de sonication 2,26 0,93
Temps de sonication 2,30 1,00
Temps de sonication 2,33 1,00

111.2. Isothermes de sorption de la poudre de spiruline.

Les valeurs expérimentales pour chaque activité de I’eau et teneur en eau a I’équilibre pour des

températures de 25°C et de 40°C sont présentées sur la Figure 28. Ces valeurs représentant la

valeur moyenne de trois échantillons montrent une dépendance en fonction de la température.

Elles sont montrées sur la Figure 28. La teneur en eau a I’équilibre est proportionnelle a la

température, une augmentation moyenne de 30 a 37% est constatée quand la température varie

de 25°C a 40 °C. Les deux courbes des isothermes de sorption sont sigmoidales de type II.

Cette forme est typique des produits alimentaires ou deux flexions sont notées sur la courbe. La

premiére une activité de I’eau a entre 0,2 et 0,4 qui correspond au début de la formation de la

multicouche et le remplissage des petits pores tandis que la seconde, qui se situe a une activité
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de I’eau entre 0,6 et 0,7, correspond au remplissage des grands pores et la dissolution des

solutés (Huppertz, 2019).

La forme sigmoidale obtenue est conforme aux recherches menées sur les produits alimentaires
ou, a température constante, une augmentation de I’activité de I’eau correspond a une

augmentation de la teneur en eau a I’équilibre (Varghese et al., 2014).

= = N N w w
o (O] o (O] o (O]
' i ' '

Teneur en eau a l'équilibre (%)
(9]

o
o ¢
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Figure 28. Isotherme de sorption de la poudre de spiruline a 25°C (a) et 40°C(b).
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Les études menées sur des poudres alimentaires riches en protéines montrent aussi une forme
sigmoidale, comme le cas de la poudre de lactosérum ou I’auteur explique ce phénomeéne par
une absorption rapide de I’eau par capillarité et par les interactions a la surface de I’eau
(Varghese et al., 2014).

Cette forme sigmoidale, a I’instar de la plupart des produits alimentaires, se distingue par trois
régions sur la courbe (Fox et al., 2015). La premiére correspond a une activité de I’eau entre 0
et 0,25, qui représente la monocouche. La deuxieme correspond a une activité de I’eau entre
0,3 et 0,75 elle représente la phase multimoléculaire. La troisiéme phase correspond a une

activité de I’eau de plus de 0,8 ou I’eau libre se condense sur les pores de I’aliment.

Dans le cas de la poudre de spiruline, on distingue aussi ces trois régions. En effet, la région |
correspond a une activité de I’eau entre 0 et 0,2. Dans cette région, I’absorption d’eau est
minime, d’ou on remarque que la courbe est plate. Cette adsorption n’a aucun effet sur la
structure, elle est due essentiellement & I’adsorption de surface (Kelly et al., 2016) .
L’absorption de I’eau est de I’ordre de 7 a 11 g d’eau par 100 g de poudre. Cette eau est
fortement liee aux groupes hydrophiles et polaires des protéines et des polysaccharides. En
conséquence, elle n’est pas disponible pour les réactions biochimiques (Kuntz Jr et
Kauzmann, 1974). Le comportement de I’eau dans cette région peut étre expliqué par la
présence d’une eau structurelle fortement liée aux sites polaires, chargés et hydrophiles des
protéines. (Huppertz, 2019). En conséquence, les produits alimentaires a forte teneur en
protéines avec une activité d’eau située dans cette région peuvent étre stockés a température
ambiante. Dans le cas de la spiruline, le teneur en lipides expose la poudre a I’oxydation (Rao
et al., 2016)

La région Il correspond a une activité de I’eau entre 0,2 et 0,75, une nette augmentation est
observée. Elle peut étre expliquée par la dissolution des protéines et polysaccharides (Moreira
et al., 2015). Dans cette région, I’absorption de I’eau est linéaire et graduelle, elle est de I’ordre
de 18 225 g d’eau par 100 g de poudre (Kuntz Jr et Kauzmann, 1974). Cette région comprend
les molécules d’eau qui complétent la monocouche ainsi que les molécules qui, par
condensation, forment progressivement des couches additionnelles sur les couches déja
existantes. L’ eau y est disponible comme solvant pour les solutés a faible poids moléculaire.
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C’est une region dont les propriétés sont intermediaires entre la région | et la région 1l montrant

une transition graduelle des propriétés (Kinsella et al., 1986). C’est donc une zone de transition,

ou les protéines absorbent I’eau de la multicouche moins fortement liée et une partie de I’eau
capillaire retenue physiquement dans les cavités, les vides et les fentes par des liaisons
hydrogene autour de I’eau structurelle (Huppertz, 2019). Dans cette zone, les produits a forte
teneur en protéines subissent un durcissement a I’instar des aliments sous forme de barres. Ce
durcissement est expliqué par des changements dans la microstructure des protéines due a la
migration de I’eau (Zhu et Labuza, 2010). Ce probléme peut étre réglé par I’utilisation de
protéines a forte solubilité (Huppertz, 2019). Dans cette région et spécialement entre les
valeurs d’activité de I’eau entre 0,35 et 0,45, des altérations physiques peuvent détériorer les
aliments comme I’agglomération et la perte de la qualité croustillante (Labuza et Altunakar,
2007).

La région 111 correspond a une activité de I’eau supérieure & 0,75, un pic est observé sur la
courbe. Ainsi, un excés d’eau est présent dans les macros capillarités pouvant agir comme un
solvant (Al-Muhtaseb et al., 2002). L absorption d’eau est accélérée pouvant atteindre de 35 a
60 g d’eau par 100 g de poudre. Elle reflete une graduelle dissolution des composants de la
poudre (Kinsella et al., 1986). L’eau devient libre sous forme capillaire retenue dans de larges
capillarités et parois, elle est faiblement liée aux protéines et se comporte comme une eau de

masse (Huppertz, 2019).

Les produits a forte teneur en protéines dont I’activité de I’eau correspond a cette zone, comme
les boissons, connaissent une forte activité microbienne pendant le stockage. Il est donc

recommandé de stocker ces produits a des temperatures entre 4°C et 8°C (Rao et al., 2016).

Dans le cas de I'utilisation de la spiruline comme complément alimentaire, les procédés
galéniques recommandent I’encapsulation de la poudre de spiruline dans des gélules. Cette
méthode permet non seulement de masquer le godt et I’odeur, mais aussi de protéger contre
I’humidité (Le Hir et al.; 2016). Etant composée de gélatine ou d’un polymere permettant une
protection contre I’humidite, la gélule garantit, ainsi, au consommateur une poudre de spiruline
avec toute sa richesse nutritionnelle sans pour autant sentir une saveur désagréable. La Figure

29 montre des gélules de spiruline encapsulée manuellement.
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Figure 29. Poudre de spiruline encapsulée en gelules.

111.2.1. Détermination de I’eau non-solvante.

La courbe des isothermes de sorption de la poudre de spiruline a été étudiée selon les travaux
de Guilbot et Lindenberg, (1960) (Guilbot et Lindenberg, 1960) . Ces auteurs ont montré
I’importance du point C sur la Figure 30 qui correspond a la fin de la partie linéaire de la
courbe. La premiére partie de la courbe, le segment OA, entre la valeur de I’activité de I’eau 0
a 0,1 correspond a la monocouche. Sur cette partie, les molécules de I’eau sont fortement liées
sur les premiers sites d’adsorption. Dans cette phase, la mobilité des molécules d’eau est trés
faible. En conséquence, elles ne peuvent intervenir dans les réactions biochimiques, ces
molécules sont dans un état de phase solide intégrale. La poudre de spiruline est stable, ne subit
pas de réaction de détérioration comme le brunissement de Maillard, les réactions enzymatiques

et I’oxydation des lipides (Heiss, 1968).

La deuxiéme partie de la courbe, le segment AC, entre I’activité de I’eau 0,2 et 0,4 correspond
a la multicouche, les molécules d’eau sont retenues par des liaisons plus ou moins fortes, leur
mobilité reste faible, d’ou une intervention limitée dans les réactions biochimiques. Dans cette

région, les conditions de stockage et de stabilité de la qualité sont optimales (Heiss, 1968).
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Figure 30. Détermination des conditions optimales de stockage a partir de la courbe des
isothermes de sorption de la poudre de spiruline a 25°C.

A partir du point C apparait la troisieme phase qui correspond a I’eau solvante. La teneur en
eau de la poudre est en équilibre avec son environnement et devient susceptible a la
détérioration (Heiss, 1968). Par la projection des points A,C et B sur I’axe des ordonnées , on
obtient des valeurs respectives de 4,6 et 12, correspondant a la couche mono moléculaire, le
début de I’eau solvante et le maximum de I’eau non solvante. Aussi, le segment sur la courbe
allant de I’activité de I’eau 0,06 a 0,45 correspond sur I’axe des abscisses a une valeur de 0,032
g H20/g spiruline poudre. L’équation décrivant cette droite est :

M= 0,105 aw +0,032

De cette équation, on peut déduire qu’a une valeur maximale de I’activité de I’eau (1)

correspond la valeur maximale de I’eau non solvante, 0,135 g.

En tenant compte des résultats reportés par les mémes auteurs, et en se basant sur les
observations sur la courbe, on peut dire que I’eau non solvante peut étre composee de
I’adsorption primaire (monocouche) et de I’adsorption sous forme de solution solide dans les
macromolécules (multicouche). Le concept de solution solide a aussi rapporté par Hill (1952)
qui a considéré que I’adsorbant et les particules adsorbées constituent une phase indépendante

ayant les propriétés d’une solution (Hill, 1952).

Par ailleurs, les deux sections (OA) et (AC) de la courbe sont équivalentes a I’équation de BET
qui couvre la partie expérimentale de I’activité de I’eau entre 0 et 0,5. En utilisant la régression
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non linéaire, la valeur de Xm calculée a partir de I’équation de BET est de 4,42% avec un
coefficient de corrélation R? de 0,98.

Le point C sur la courbe sigmoidale indique la région optimale de stockage, car, a une activité
de I’eau en deca, la spiruline est exposée a I’oxydation. Par ailleurs, pour une activité de I’eau
supérieure, la spiruline subit des réactions biochimiques, microbiennes et enzymatiques
(Kinsella et Melachouris, 1976). En conséquence, les conditions optimales pour le stockage

de la spiruline en poudre sont de 6% pour le taux d’humidité et 0,33 pour I’activité de I’eau.

111.2.2. Effet de la température.

Les produits alimentaires subissent des changements de température pendant le stockage et le
processus de production. En général, si I’activité de I’eau est constante, I’augmentation de la
température provoque une diminution de la teneur en eau (Al-Muhtaseb et al., 2002) .
Cependant, certains auteurs ont noté une deviation de cette regle. En effet, pour une
augmentation de la température provoque une augmentation de la teneur en eau au-dela du seuil
de 0,7 pour I’activité de I’eau (Vasquez et al., 2011).

(%2
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Figure 31. Effet de la température sur les isothermes de sorption pour la poudre de spiruline a
25°C et 40°C.

Nous remarquons aussi sur la Figure 31 que les des deux courbes sont tres proches, ce n’est
qu’a une activité de I’eau supérieure a 0,7 que les courbes se séparent. Labuza Altunakar
(2007) ont note que les aliments dont la courbe des isothermes est de type Il absorbent moins

d’eau quand I’activité de I’eau est élevée. En plus, avec I’augmentation simultanée de la
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température et de I’activité de I’eau, des solutés peuvent se dissoudre et causer un

croisement (Labuza et Altunakar, 2007).

Cette tendance a été observée dans le cas des aliments riches en sucre comme les dattes a une
activité de I’eau supérieure a 0.8 (Ferradji et Matallah, 2012) , pour la pectine a une activité
de I’eau supérieure a 0.6 (Basu et al., 2013), pour les graines de soja a une activité de I’eau
entre 0.6 et 0.9,I’étude dans ce cas a été réalisée a trois différentes temperatures (Yang et al.,
2015). La méme tendance est observée pour la farine de taro ou les deux courbes se séparent a

une activité de I’eau superieure a 0.6 (Nurtama et Lin, 2010).

D’autres auteurs ont aussi noté cette tendance comme pour un mélange lait-millet (Simha et
al., 2016), farine d’avoine (Sandoval et al., 2011), et pour les protéines hydrolysées du petit
lait (Zhou et Labuza, 2007). Les aliments ayant montré cette tendance sont en général riches
en protéines et/ou en polysaccharides. L’explication serait dans la dissolution de ces deux
composants dans I’eau quand la température augmente, réduisant ainsi le nombre de sites
polaires auxquelles les molécules d’eau sont liées (Basu et al., 2013). 1l en est de méme pour
I’algue brune Bifurcaria bifurcata, I’auteur explique aussi cette tendance par la dissolution des
polysaccharides et des protéines présentes dans I’algue (Moreiraet al., 2015). Il en est de méme
pour les proteines de soja composees de 50% et 20% de sucres ou les deux courbes se croisent

a une activité de I’eau de 0,9 (Cassini et al., 2006).

Dans ce contexte, Berlin et al. (1973) ont rapporté qu'a une pression relative plus élevée, I'eau
était adsorbée par de petites molécules et formait une solution concentrée. Ces auteurs ont
conclu qu'un gramme de protéines lie environ 0,5 g d'eau et que la dénaturation a un faible effet

sur la quantité d'eau absorbée (Berlin et al., 1973).

111.2.3. Modélisation des isothermes de sorption.

Dans le but de prévoir le comportement de la poudre de spiruline, les données obtenues a partir
des isothermes de sorption ont fait I’objet d’une modélisation mathématique par I’équation de
GAB afin de déterminer la valeur Xm, parametre important dans le stockage, elle traduit la
capacité de sorption de I’adsorbant indiquant la disponibilité des sites polaires pour les liaisons
eau vapeur (Chirife et Iglesias, 1978)

Le Tableau 20 donne les résultats de I’équation de GAB a 3 parametres pour les isothermes de

sorption de la poudre de spiruline.
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Tableau 20. Résultats de I’équation de GAB a 3 parametres.

Résultats et discussion

Xm C K R?
25°C 6,06 31,97 0.86 0,98
40°C 3.94 1713,52 0.96 0,99

La valeur Rz est respectivement de 0,98 et 0,99 respectivement a 25°C et 40°C, montrant, ainsi,
une fiabilité des résultats. Les valeurs de Xm pour les mémes températures sont de 6,06 et 3,94
indiquant une stabilité au stockage puisqu’elles sont bien inférieures a 10 (Labuza, 1984). Ces
valeurs de Xm sont similaires aux valeurs obtenues pour d’autres poudres alimentaires comme
la farine d’avoine, respectivement 4,7 et 4.8 aux mémes températures (Sandoval et al., 2011)
et le thé Oolong dont la valeur est 4.08 a 25°C (Chen et Weng, 2008). Cependant, la valeur
Xm est inférieure a d’autres poudres alimentaires comme la poudre du palmier grugru (Oliveira
et al., 2014), la poudre de taro (Nurtama et Lin, 2010), et le condiment wadi (Rakshit et al.,
2014). Pour le boulghour, considéré comme aliment fonctionnel a base de blé gélatinisé, les
valeurs de Xm sont respectivement de 5.01,3.69 et 2.55 a 20°C, 30°C et 40°C (Erbas et al.,
2016). Pour les poudres d’algue, une étude sur I’algue rouge Bifurcaria montre des résultats du
méme niveau que la spiruline, 5.5 & 25°C et 4.7 a 40°C (Moreira et al., 2015) résultats obtenus
avec I’équation de BET qui, généralement donne des résultats supérieurs que I’équation de
GAB (Timmermann et al., 2001). Pour un produit riche en protéines comme le mélange
poudre de lait et millet (23.5%) trés consomme en Inde, les valeurs de Xm étaient de 3.284 a
25°C et 2.638 a 40°C, ces valeurs inférieures a ceux desucre la poudre de spiruline sont
expliquées par le fort taux de sucres totaux (49.5%) présent dans cet aliment (Simha et al.,
2016).

111.2.3.1Ajustement des valeurs expérimentales au modéle GAB.

La Figure 32 montre les valeurs expérimentales et prévues du modéle GAB. Ces valeurs doivent
étre évalués pas des indices statistiques comme le coefficient de détermination R?, erreur

quadratique moyenne RMS et la différence relative moyenne MRD.
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Valeurs observées (petit cercle) et valeurs prévues (courbe).
50
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Figure 32. Les teneurs en eau observées et prévues selon le modele de GAB a 25°C (a) et 40°C
(b).
Les résultats des calculs de ces indices sont montrés sur le Tableau 22.

Tableau 21. Valeurs des indices statistiques pour I’évaluation du modele GAB.

Température | R2 RMSE MRD
25°C 0,98 0,984 0,1
40°C 0,994 8.78 0,077
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D’apreés ces calculs, les résultats du modéle GAB sont fiables, la valeur de R2 est proche de 1
pour les deux températures, les valeurs de RMSE sont inférieures a 10, et les valeurs de MRD

inférieures a 1.

Ces valeurs sont similaires aux valeurs des auteurs ayant évalué le modele GAB par ces mémes
indices. Les valeurs de MRSE varient de 1 a 4 pour la poudre de Tamarin (Muzaffar et
Kumar, 2016), de 0.8 pour le soja vert (Yang et al., 2015). Concernant I’indice MRD, il varie
de 0.016 a 0.0040 pour I’isolat protéique de soja (Jovanovich et al., 2003).

111.2.3.2 Valeurs thermodynamiques selon le modele GAB a 5 paramétres.

Le Tableau 23 nous donne les valeurs de I’équation de GAB a 5 parametres. Les valeurs de R2
sont de 0.99 montrant que le modé¢le est fiable. Les valeurs de AHj sont respectivement de 6,86
kJ/mole et 27,34 kJ/mol, ces valeurs représentent la chaleur de sorption de la monocouche, elles
sont positives parce que les liaisons entre I’eau adsorbée et les sites primaires a la surface du
produit. D’un autre c6té, les valeurs négatives de AHz indiquent que les molécules d’eau sont

moins fortement liées a la multicouche (Martinez-Monteagudo et Salais-Fierro, 2014).

Tableau 22. Résultats de I’équation GAB a 5 parametres.

Température

Xm C AH1 K AH>
(°C) R2
25 6,06 31,88 6,86 0,87 -15,74 0,99
40 3.94 1693,8 27,34 0,98 -52,59 0,99

111.2.4. La chaleur iso stérique de sorption.

La chaleur iso stérique nette de sorption est la quantité d'énergie par laquelle la chaleur de
vaporisation de I'humidité dans un produit dépasse la chaleur latente de I'eau pure (Togrul et
Arslan, 2007), elle peut étre utilisée pour estimer les besoins en énergie pour le processus de
déshydratation, elle fournit des informations importantes sur I'état de I'eau dans les produits
alimentaires (Yazdani et al., 2006). L'état de I'eau adsorbée est une mesure de la stabilité
physique, chimique et microbienne du matériel biologique entreposé (Al-Muhtaseb et al.,
2004b).
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Aux taux d’humidité moins de 20%, la chaleur iso stérique de sorption nette est de 60 kJ/mol
(Figure 33). Cependant, quand le taux d”humidite dépasse 20%, la chaleur iso stérique tend vers
0. Ce résultat est similaire a celui de Oliveira et al, 2009 pour la spiruline (Oliveira et al.,
2009b), ainsi que pour I’isolat de niebé plante proche du haricot cultivée en Afrique de I’ouest
(Ayranci et Duman, 2005), et de I’isolat de la graine de coton (Tun¢ et Duman, 2007).
Quand la teneur en humidité augmente, la force de la liaison des molécules d'eau diminue, et

en conséquence la chaleur iso stérique de sorption diminue aussi (Moreira et al., 2015).

Figure 33. Chaleur iso stérique nette de sorption de la spiruline.

111.3. Optimisation de I’extraction des proteines.
111.3.1 Ajustement du modeéle.

L’effet des trois parametres d’extraction a été déterminé par le Box-Benhken Design. L’analyse
ANOVA (Tableau 23) a ete utilisée pour évaluer le modele quadratique de I’optimisation de

I’extraction des protéines en fonction des trois parameétres choisis : Ratio solide liquide, temps
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de sonication et énergie de sonication. L’influence des trois parametres est significative au vu

de la valeur de p inférieure a 0,05 et la valeur élevée de F.

Sur le diagramme de Pareto (Figure 34) montrant I’effet de chaque parametre sur le modele,

I’effet, en terme linéaire, du ratio solide-liquide est évident et reste le plus significatif suivi du

temps de sonication en terme quadratique. Nous remarquons aussi I’effet en terme quadratique

et linaire de I’énergie de sonication.

Tableau 23.Analyse de la variance ANOVA pour le modéle quadratique de surface de réponse

du taux de protéines de la poudre de spiruline.

Variables Sommg des Degré de liberté Moyenqe des F p
carrés carrés
(1)Ratio solide-liquide L+Q | 2201,331 2 1100,666 |26,40188|0,001062
(2)Energie de sonication L+Q| 373,366 2 186,683 4,478 | 0,064567
(3)Temps de sonication L+Q | 562,925 2 281,463 6,7515 | 0,029117
Erreur 250,133 6 41,689
Total somme des 3527 827 12
carrés

Figure 34. Diagramme de Pareto pour les effets de I’extraction de protéines.
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Figure 35. Valeurs observées et valeurs prévues pour I’extraction des protéines.

Par ailleurs, sur la Figure 35, nous remarquons que la différence entre les valeurs observées et
les valeurs prévues est minime renforgant ainsi la signification du modeéle. Dans ce sens, le

coefficient de variation est trés bas (3,62%) et le coefficient de détermination est de 0,93.

Le Tableau 24 des coefficients d’estimation issus du modéle nous a permis de déterminer
I’équation polynomiale du second ordre représentant le taux de protéines en fonction des

différents parametres du modéle. Cette équation se présente comme suit :
Y= 26,78-32,95(RSL)-10,57(ES)+8,10 (ES)2+9,54 (TS)+ 12,90 (TS)?
Oou

Y= Taux de protéines (%).

RSL : Ratio solide-liquide.

ES= Energie de sonication (%).

TS= Temps de sonication (min).
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Tableau 24. Estimation des effets pour le modéle quadratique de surface de réponse du taux
de protéines de la poudre de spiruline.

-95,%|| +95,% Std.Err. - -95,% |1 +95,%

t(8) p ||Cnf.L||Cnf.Li| Coeff. e ||Cnf.L||Cnf.Li
: Coeff. |~

imt mt imt mt

Effect Std.Er

Mear/interc. 1126:79]  1,62]/16,50] 0,00] 23,08] 3053 26,79  1,62] 23,08| 30,53

(1)Concentration -

de la 32,95
biomasse(L)

3,98| -8,29| 0,00|-42,13|| -23,78| -16,48 1,99|-21,06|-11,89

C trati
i Inbiomases | -3.59| 293| -123| 0,26(-1034| 316 -179| 1,46 -517| 158

Q)

(2) Energie de 3,98\ -2,66| 0,03||-19,74| -1,39 -5,28 1,99 -9,87|| -0,70
sonication (L) | 10,96

Energie de 8,10\ 2,93\ 2,77| 0,02 1,35 14,85 4,05 1,46 0,68|| 7,43
sonication (Q)

(3)Temps de 9,54\ 3,98 2,40| 0,04, 0,37] 18,71 4,77 1,99 0,19 9,36
sonication (L)

Temps de

sonication (Q) 12,90|2,92 4,409 0,002|6,15 |19,65 /6,45 1,46 3,07 19,82

Les coefficients d’estimation montrent I’importance de la contribution des trois paramétres en
terme linéaire et du temps et de I’énergie de sonication en quadratique. Ainsi, nous avons
constaté que le taux de protéines est inversement proportionnel au ratio solide liquide et a
I’énergie de sonication en terme linéaire. Par contre, I’augmentation du temps de sonication en
terme linaire et quadratique, ainsi que I’énergie de sonication en terme quadratique contribuent

a I’augmentation du taux de protéines.

111.3.2 Analyse des surfaces de réponse.

L’effet combiné des différents parametres sur le taux de proteines a éte réalisé par les courbes
de surface de réponse tridimensionnelles, ainsi que des courbes de contour a deux dimensions.

Ces courbes, en maintenant un parametre a son niveau central et en variant les deux autres

parameétres, sont montrées sur la Figure 36.
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Sur la Figure 36 (a), nous observons I’effet quadratique de I’énergie de sonication et I’effet
linéaire du ratio solide-liquide. Le taux de protéines est inversement proportionnel au ratio
solide liquide alors que I’augmentation de I’énergie de sonication provoque une augmentation
du taux de protéines avec un optimum au niveau central. Cette observation s’applique aussi au
temps de sonication dont I’effet est quadratique avec un optimum au niveau central. 1l en est de
méme pour le taux de protéines qui demeure aussi inversement proportionnel au ratio solide-
liquide (Figure 30 (b)). Par ailleurs, la Figure 30 (c) montre I’effet quadratique du temps et de
I’énergie de sonication ou I’on constate que la valeur maximale du taux de protéines est obtenue

au niveau central de ces deux parametres.

Vu que les travaux sur I’optimisation de I’extraction des protéines par MSR restent limiteés,
nous avons eu recours a la comparaison avec d’autres produits alimentaires dont I’optimisation
par MSR a utilisé les mémes variables. Ainsi, le ratio solide-liquide a un effet linéaire sur
I’extraction des protéines a partir des graines de poivron rouge (Firatligil-Durmus et
Evranuz, 2010), des lentilles (Jarpa-Parra et al., 2014) . Par contre, il n’a pas d’effet
significatif sur I’extraction des protéines a partir du haricot Pinto et le pois pigeon (Mizubuti
et al., 2000). Dans une étude sur les graines de citrouille germées, le ratio solide-liquide a un
effet quadratique (Quanhong et Caili, 2005).

Dans le cas du riz Bran, le ratio solide-liquide était le paramétre le plus significatif (Phongthai
et al., 2016). Dans les études, préalablement cités, de I’optimisation de I’extraction des
protéines & partir des poivrons rouges (Firatligil-Durmus et Evranuz, 2010) et des lentilles
(Jarpa-Parraet al., 2014), les auteurs ont constaté que I’augmentation du taux de protéines est
proportionnelle a I’augmentation du ratio solide-liquide, contrairement a notre etude sur le

spiruline.
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Figure 36. Surfaces de réponse 3D du taux de protéines de la poudre de spiruline en fonction
(@) du ratio solide-liquide et énergie de sonication, (b) du ratio solide-liquide et du temps de

sonication, (c) du temps et de I’énergie de sonication.
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111.3.3 Résultat du modeéle.

Le Tableau 25 regroupe les résultats du modéle en fonction des différentes combinaisons du
Box-Benhken Design. Le résultat maximum obtenu pour le taux de protéines est de
55,54% avec un ratio solide-liquide de 1:100, 30% d’énergie de sonication et 8 min de

sonication (essai 10).

Ce résultat est supérieur a celui obtenu par Safi et al. (2014), a savoir 53 % ou les auteurs ont
utilisé les ultrasons a 20 kHz pendant 30 min (Safi et al., 2014a). Dans une autre étude, le taux
obtenu est de 37 %, ce faible taux s’explique par la méthode d’extraction qui ne comporte pas
I’utilisation des ultrasons (Safi et al., 2014b). 1l en est de méme pour le résultat obtenu par Devi
et Venkataraman (1984), qui est de 50 %, sans traitement préalable aux ultrasons (Devi et
Venkataraman, 1984). Par contre, avec I’utilisation des ultrasons, le taux de protéines a atteint

56% montrant I’impact positif de I’utilisation des ultrasons (Eldalatony et al., 2016).

Dans les différents travaux de Safi et al, ayant pour objet I’extraction des protéines a partir de
la spiruline avec différents prétraitements, dont les ultrasons, le taux de protéines obtenu est de
53% a 54% (Safi et al., 2014a; Safi et al., 2013; Safi et al., 2014b). L’effet des ultrasons
s’explique par I’altération de la paroi cellulaire permettant I’infiltration de I’eau pour dissoudre

les protéines et faciliter leur libération (Safi et al., 2014b).

C’est aussi la conséquence de la synergie du traitement alcalin  avec les caractéristiques
mécaniques de la paroi cellulaire (Safi et al., 2013). En effet, la paroi cellulaire de la spiruline
(cyanobactérie Gram négatif) est constituée d’une paroi fine riche en osamines réticulés avec
des chaines de polypeptides. Dans des conditions alcalines, les osamines subissent une

désamination, tandis que les polypeptides deviennent solubles.

En conséquence, la paroi cellulaire devient perméable favorisant la libération des protéines
(Safi et al., 2014a). 1l en est de méme pour la spiruline ou I’on remarque une augmentation du
taux d’extraction des protéines par I’utilisation des ultrasons. Cette augmentation est confirmée
par I’étude de Dewi et al. (2016), ou avec I’utilisation des ultrasons, le taux de protéines atteint
56% (Dewi et al., 2016). Dans ce sens, pour la microalgue Nannochlopsis, une exposition aux
ultrasons pendant une minute & 20 kHz et 300 W a significativement augmenté le taux de

protéines obtenu (Gerde et al., 2013).
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Tableau 25. Résultats du modele en fonction des différentes combinaisons.

. e : . .| Temps de Taux de
Ratio solide -liquide Energie de sonication o protéines
Essais sonication (%)

1 0 0 0 38,27
2 0 1 -1 10,54
3 -1 0 -1 31,48
4 1 0 -1 11,23
5 0 1 1 12,37
6 0 -1 -1 20,62
7 1 1 0 6,06
8 1 0 1 21,26
9 0 0 0 37,27
10 -1 -1 0 55,54
11 -1 0 1 52,37
12 -1 0 52,46
13 -1 0 21,49
14 0 0 39,68
15 -1 1 26,04

Dans son étude sur le prétraitement de la biomasse des microalgues pour le recouvrement des
protéines, Eldalatony et al. (2016) a constaté qu’une exposition aux ultrasons a 50°C. pendant
15 min. libere 2,3 mg de protéines/ g de biomasse (Eldalatony et al., 2016). Il en est de méme
dans une étude sur plusieurs microalgues ou Ferreira et al. ont signalé qu’une exposition aux

ultrasons entre 50 et 60 kHz a augmenté le recouvrement des protéines (Ferreira et al., 2016).

111.3.4 Optimisation de I’extraction.

Le but de ce chapitre est de déterminer les conditions optimales de I’extraction des protéines.
Vu gue le modele mathématique est valide, nous avons réalisé les tracés de contour 2D afin de
trouver la solution optimale. Tandis que deux facteurs sont maintenus a leur niveau central, le
troisieme facteur varie de sa valeur minimale, puis centrale ensuite maximale. La réponse

optimale est visible sur la courbe étant la plus foncée d’ou nous pouvons déterminer la valeur
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de chaque facteur donnant la réponse optimale a partir du graphique (Bouzaouit et Bidjou-
Haiour, 2015). Ainsi, sur les tracés de contour 2D ou la troisieme variable est maintenue a son
niveau central, nous remarquons que sur deux courbes (Figure 37), nous pouvons constater
I’obtention d’un taux de protéines supeérieur a 60 %, d’ou les valeurs optimales sont

déterminées.

Sur la Figure 38, le troisiéme parametre est maintenu a son niveau maximal. Sur deux tracés,
nous remarquons des résultats supérieurs a 50% desquelles les valeurs optimales sont

déterminées.

La Figure 39 donne les tracés de contour 2D dans le cas ou le troisieme parameétre est
maintenu a son niveau minimal. Nous constatons que sur une seule courbe la valeur optimale
est supérieure a 60%, et a I’instar des autres cas, les valeurs optimales sont déterminées.

En conséquence, les valeurs optimales non codées sont les suivantes :

Ratio solide-liquide : 0,05 :100

Energie de sonication : 45%
Temps de sonication : 16 min.

La fonction de désirabilité a donné un taux optimal d’extraction des protéines de 65,849%,
résultat qui n’a pas été obtenu dans les 15 expériences du Box-Benhken Design. La Figure 40
montre le profil de désirabilité réalisé avec la méthode quadratique, nous remarquons que cette
valeur se situe dans I’espace de confidence pour les trois variables, et que la désirabilité est
proche de 1 prouvant ainsi que le modéle est adéquat.(Candioti et al., 2014) ; cette valeur a
été obtenue lorsque le ratio solide liquide est a son niveau minimal, I’énergie et le temps de
sonication au niveau central. Cette tendance est confirmée par le tableau des valeurs de
désirabilite (Tableau 26) en fonction des niveaux de chaque parametre ou nous remarquons que
la valeur de désirabilité est a son maximum quand le ratio solide-liquide est a son niveau

minimal, I’énergie et le temps de sonication & des niveaux centraux.
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Valeurs retenues :

Ratio solide-liquide :
0,5:100

Temps de sonication : 9
min

Energie de
sonication :45%

Figure 37. Tracé de contour 2D du taux de protéines de la poudre de spiruline avec le
maintien du troisieme parametre au niveau central.
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maximal

Valeurs retenues :

Aucune valeur retenue
vu que les taux
d’extraction sont faibles.

Figure 38. Tracé de contour 2D du taux de protéines de la poudre de spiruline avec le
maintien du troisiéme parametre au niveau maximum.
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Valeurs retenues :
Ratio solide-liquide : 0,5 :100
Temps de sonication : 9 min

Energie de sonication :45%

Figure 39 . Tracé de contour 2D du taux de protéines de la poudre de spiruline avec le
maintien de deux parametres au niveau central, le troisiéme au niveau minimum.
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111.3.4.3.1 Ratio solide liquide

La Figure 40(a) montre que le meilleur score de désirabilité est obtenu lorsque la ratio solide
liquide est a son niveau minimal. 1l est inversement proportionnel au ratio solide liquide et

atteint son maximum au niveau de 1 :100.

111.3.4.3.2 Energie de sonication

Au niveau de 45%, I’énergie de sonication donne le meilleur score de desirabilité, son
influence est plus évidente a des niveaux bas, son augmentation au-dela de 60% provoque une

baisse du score de désirabilité (Figure 40(b).

111.3.4.3.3 Temps de sonication

Le score de désirabilité est au maximum quand le temps de sonication est a des niveaux
moyens (Figure 40 ©). Aux niveaux extrémes, le score de désirabilité baisse surtout aux

valeurs minimales, il atteint son meilleur score & une temps de sonication de 9 min.

Ce résultat est aussi vérifié en introduisant ces valeurs dans I’équation du modele, nous avons
déterminé la solution optimale.
Y= 26,78-32,95(RSL)-10,57(ES)+8,10 (ES)2+9,54 (TS)+ 12,90 (TS)2.

Y= 60, 32 %.

Ce résultat est superieur au résultat maximum de I’expérimentation (55,54%, expérience 10,

mais reste inférieur a la solution optimale obtenue par le logiciel.
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Figure 40. Profil de désirabilité pour I’extraction des protéines, (a) ratio solide liquide (b)
énergie de sonication et (c) temps de sonication.
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En conséquence, le résultat recherché aprés I’optimisation de I’extraction des protéines par la

RSM est satisfaisant.

Tableau 26.Profil de désirabilité pour le modéle quadratique de surface de réponse du taux de
protéines de la poudre de spiruline.

: Niveau du Capacité de rétention d’huile | Valeur de
Variables A . e
parametre prévue désirabilité
Ratio solide-liquide |- 1,00 56,59 1,00
Ratio solide-liquide |- 0,50 45,66 0,80
Ratio solide-liquide - 36,53 0,62
Ratio solide-liquide 0,50 29,19 0,47
Ratio solide-liquide 1,00 23,64 0,36
Energie de sonication |- 1,00 60,96 1,00
Energie de sonication | - 0,50 64,40 1,00
Energie de sonication - 63,78 1,00
Energie de sonication 0,50 59,12 1,00
Energie de sonication 1,00 50,40 0,90
Temps de sonication |- 1,00 43,35 0,75
Temps de sonication |- 0,50 55,42 1,00
Temps de sonication - 61,03 1,00
Temps de sonication 0,50 60,19 1,00
Temps de sonication 1,00 52,89 0,95

111 .3.5. Calcul du co(t d’extraction.

Apreés introduction des équations de I’optimisation entre deux paramétres. Les équations sont

limitées par les extremums de chaque parameétre préleves sur les graphes. Le modeéle obtenu

est montré sur la Figure 41. Ainsi, I’équation 14*x + 0,504*y + 0,015*z a été déterminé ou

14 est le prix du gramme de spiruline fourni par un producteur local, 0,504 est le prix de la

consommation du courant électrique calculée par le wattmeétre et 0,015, le prix du KW par

minute est fourni par la société distributrice d’électricite, ce prix concerne la consommation a

usage industriel.

Les équations du modele ont été fournies par le logiciel statistica 10 en référence aux graphes

sur la Figure 36. De ces mémes graphes et pour chaque équation, nous avons préleve les
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valeurs minimales et maximales du modele a partir du graphe. Enfin, pour chaque parametre,
nous avons aussi prélevé du graphe le niveau des valeurs non codées, le minimum et le
maximum représentant pour chaque parameétre les limites de son influence. Ci-dessous, les

résultats prélevés a partir du graphe.

L’équation montrant I’interaction entre le ratio solide liquide (x)et I’énergie de sonication

(y):
23.6532 - 16.4768*X - 5.2824*y + 9.1207*x" 2 - 3.0875*X*y - 2.5728*y2;

L’influence des deux parametres s’étend entre 10% et 60% pour le taux de protéines entre
-1,2 et 1,2 comme valeur des deux variables.

L’équation qui montre I’interaction entre le ratio solide liquide (x) et le temps de sonication
(2) s’établit ainsi :

29.1425 - 16.4768*x + 4.771*z + 7.0623*x"2 - 2.7139*x*z - 9.4343*2"2

L’influence de ces deux parameétres a donné un taux de protéines entre 0% et 50 % avec une
variation des deux parameétres entre -1,2 et 1,2.

Quant a I’interaction entre le temps de sonication (z) et I’énergie de sonication (y), elle est
décrite par I’équation :

42.5065 - 5.2824*y + 4.771*z - 9.6427*y"2 - 0.9004*y*z - 14.4458*7"*2

Le taux de protéines obtenu oscille entre 0 % et 20u , les deux parameétres varient de -1,2 a
1,2.

En, conséquence, le modéle obtenu est montré sur la Figure 41.

MODEL.:

min = 14*x + 0.504*y + 0.015*z;

10 <=23.6532 - 16.4768*x - 5.2824*y + 9.1207*x" 2 - 3.0875*x*y - 2.5728*y"2,
23.6532 - 16.4768*x - 5.2824*y + 9.1207*x" 2 - 3.0875*x*y - 2.5728*y"2 <= 60;
0<=29.1425 - 16.4768*x + 4.771*z + 7.0623*x" 2 - 2.7139*x*z - 9.4343*z" 2;
29.1425 - 16.4768*x + 4.771*z + 7.0623*x"2 - 2.7139*x*z - 9.4343*72 <= 20;
10 <=42.5065 - 5.2824*y + 4.771*z - 9.6427*y"2 - 0.9004*y*z - 14.4458*7"2,
42.5065 - 5.2824*y + 4.771%*z - 9.6427*y"2 - 0.9004*y*z - 14.4458*z"2 <= 50;

X >=-1.2;

x<=1.2;

y>=-1.2;

y<=1.2,

z>=-1.2;

z2<=1.2;

END
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Figure 41 : Réalisation du modéle mathématique pour I’obtention du colt de I’extraction
Le resultat du modele introduit dans le logiciel Lindo a donne le résultat montré sur la Figure
42. Apres 13 itérations, le colt de I’extraction est évalué a 3,75 DA/g soit X+Y+Z sur le résultat

du modéle.

Variable Value Reduced Cost

X 1.196220 0.000000
Y 1.200000 0.000000
Z 1.362309 0.000000

Row Slack or Surplus  Dual Price

1 18.51148 -1.000000

2 2.418810 0.000000

3  -1.918810 0.6250000E-01
4 4.106327 0.000000

5  -3.406327 0.3125000E-01
6  0.4000000 0.000000

7 0.000000 0.6850980E-02
8 2.396220 0.000000

9  0.3780258E-02 0.000000
10 2.400000 0.000000

11 0.000000 1.150045

12 2.562309 0.000000

13 -0.1623092 1.000000

Figure 42 : Résultat du modele pour le calcul du cout d’extraction.

Avec un taux de change de 1$ US= 120 DA, ce co(t est égal a 0,03 $ US/ g de protéines. Ce
prix est inférieur au prix moyen (0,2 $ US). Cette différence peut étre expliquée par le prix de

I’lectricité en Algérie, bien inférieur au prix pratiqué a travers le monde.

En prenant en considération le prix de la spiruline locale (donc 14 DA/g), le prix moyen des

protéines a une teneur de 50% serait de 7,5 DA/g. Si I’on ajoute le codt de I’extraction (7,5
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+3,75= 11,25 DAJ/qg), le colt d’extraction représente 34% du colt total des protéines de la
spiruline, valeur inférieure a la moyenne qui est de 50% a 60% (Soto-Sierra et al., 2018;
Vermué et al., 2018). Ce résultat montre, donc, la possibilité d’une importante réduction du
cout des proteines de la spiruline permettant une utilisation a codt raisonnable dans I’industrie

agroalimentaire.
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Conclusion

Récemment, il y a un intérét croissant pour la recherche de sources de protéines naturelles
comme alternative aux protéines animales malsaines dans l'industrie alimentaire. Dans ce
contexte, la spiruline (Arthrospira platensis) a suscité beaucoup d’intérét en raison de ses

propriétés nutritionnelles intéressantes.

Le présent travail a démontré que la méthodologie de surface de réponse était un bon outil pour
déterminer les conditions optimales des propriétés fonctionnelles de la spiruline. De plus,
I'utilisation des ultrasons comme prétraitement a contribué a améliorer la teneur en protéines,
la capacité de rétention d'eau et la capacité de rétention d’huile de la poudre de spiruline. En
effet, les valeurs ont été portées de 4,97 g de HO / g de spiruline et a 2,3 ml de H,O / g de
poudre de spiruline respectivement. Ces valeurs ont été obtenues a un pH de 4, une puissance
de sonication de 70 % et 10 minutes pour la premiére, une température de 50 °C, une puissance
de sonication de 30 % et 8 minutes pour la seconde.

Les isothermes de sorption de la poudre de spiruline montrent une courbe sigmoidale de type
Il a I’instar des autres poudres alimentaires. Cependant, la teneur en eau de la monocouche
augmente quand la température augmente contrairement a la plupart des poudres alimentaires,
cette tendance est remarquée dans les produits riches en protéines et/ou polysaccharides. A
partir de la courbe des isothermes, nous avons pu déterminer les conditions optimales de
stockage de la spiruline en poudre, qui sont de 6 % de taux d”’humidité et de 0,33 pour I’activité
de I’eau. De cette méme courbe, nous avons aussi déterminé I’eau non-solvante, a savoir 0,135
g d’eau par gramme de Spiruline qui représente la valeur maximale de I’eau pouvant étre

absorbée par la spiruline en poudre.

L’equation de GAB a donné des valeurs de Xm inférieures a 10, respectivement de 6,06 a 25°C
et 3.94 a 40°C, montrant ainsi une stabilité de la poudre de spiruline pendant le stockage. La
chaleur de sorption est similaire a celle des produits alimentaires avec des valeurs positives de
AH1 montrant une forte liaison a la monocouche, et des valeurs de AH2 négatives vu que les

molécules d’eau sont moins fortement liées a la multicouche.

La teneur élevée en protéines de la poudre de spiruline testée dans la présente étude a démontré
I'effet positif des ultrasons sur I'extraction des protéines. Le rendement en protéines obtenu est
de 55% pour un rapport liquide sur solide de 1: 100, 50W d'énergie de sonication et 12 minutes

de sonication. Les bonnes propriétés fonctionnelles de la poudre de spiruline algérienne peuvent
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étre attribuées a sa forte teneur en protéines. Ainsi, I’incorporation De la spiruline dans des

produits alimentaires améliorera la valeur nutritionnelle et I’acceptabilité des consommateurs.

Malgre sa richesse nutritionnelle, la production de spiruline reste limitée, elle est bien en deca
des perspectives attendues, ce qui réduit I’accession a des économies d’échelle et, en
conséquence, le prix des protéines de spiruline est élevé par rapport, par exemple, aux protéines
de soja largement utilisées, dans I’industrie agroalimentaire. Cette étude a montré que par
I’utilisation des ultrasons, il est possible de réduire le cout de I’extraction de 34% contribuant

ainsi a une plus large exploitation de la richesse nutritionnelle de la spiruline.

En perspectives, il serait intéressant d’approfondir les points suivants :

e L ’optimisation de I’extraction des protéines en utilisant les ultrasons avec une revue a
la baisse du ratio solide : liquide afin d’avoir un résultat optimal situé a I’intérieur de la
zone expérimentale.

e Dans le but de valorises les résultats encourageants des propriétés fonctionnelles,
I’incorporation de la poudre de spiruline dans un aliment serait d’un apport nutritionnel
important pour certaines catégories de population a I’instar des enfants en phase de
croissance, des sportifs et des personnes agées. Les resultats obtenus permettent
I’incorporation de la spiruline dans des biscuits et génoises. Afin d’étendre a d’autres
aliments, il serait utile d’étudier d’autres propriétés fonctionnelles comme la capacité
de gélification et la capacité d’émulsification.

e Etudier les isothermes de désorption de la poudre de spiruline. Cette étude peut s’avérer
intéressante au vu de la richesses de la spiruline en protéines en polysaccharides.
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Abstract

Background and Objective: Spirulina powder, rich in proteins and polysaccharides, is characterized by a high
hygroscopity. Its stability depends on water behavior during storage. The aim of this study is to investigate the sorption
isotherm and thermodynamic properties in order to determine non-solvent water and optimal storage conditions.
Materials and Methods: Water sorption isotherm of Spirulina platensis was assessed by gravimetric method at 25 and
40°C. Guggenheim-Anderson-de Boer (GAB) equation parameters were determined by direct non-linear regression. Non-
solvent water was evaluated using sorption isotherm curve. Clausius-Clapeyron equation was used to study the variation
of isosteric heat versus water content. Results: The values of monolayer moisture content of Spirulina platensis
determined at 25 and 40°C were respectively 6.06 and 3.94%. The maximum non-solvent water bound by Spirulina powder
was 0.135 g H.0/g. The maximum value of isosteric heat of sorption was evaluated at 60 kJ mol™. The values of parameter
)H: which are 6.86 k] mol* at 25°C and 27.34 kJ mol at 40°C confirm that water molecules are strongly bound to proteins
molecules. Conclusion: The results of this study letus to conclude that Spirulina platensis powder could be stored properly
at water activity of 0.33 and moisture content of 6%.
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Abstract.

BACKGROUND: There is an important interest to research new protein sources. In this context, Microalgae, particularly
Spirulina (Arthrospira platensis), seems to be a good alternative due to its wealthy nutritional composition.

OBJECTIVES: The aim of this study is to optimize Spirulina functional properties and to extract protein from whole biomass
using (RSM).

METHODS: Ultrasound was used as pre-treatment to optimize functional properties and to extract proteins from Spirulina
powder by isoelectric precipitation. The effect of ultrasound and remaining parameters (pH, temperature, solid to liquid ratio
and time) was evaluated by Box-Behnken design. The model was fitted by ANOVA analysis.

RESULTS: ANOVA analysis showed a significant model (p < 0.05) for functional properties and protein extraction. The
protein content of Spirulina powder was found to be 55% (w/w). There is a significant effect of ultrasound on functional
properties and protein extraction from Spirulina. The optimum Water Holding Capacity (WHC) was 4.97 g H2 O/g Spirulina
powder, obtained at pH 4, 50 W power and 5 min sonication. The optimum Qil Holding Capacity (OHC) is 2.3 g H20l/g
Spirulina powder, it was obtained at 50/C temperature, 70 w power and 10 min sonication.

CONCLUSION: Ultrasound has a significant effect on functional properties and protein extraction from Spirulina.
Arthrospira platensis grown in Algeria could be incorporated in foodstuff as natural supplement to improve nutritional value
and consumer acceptability.

Keywords: Arthrospira platensis, Ultrasound, Water holding capacity, Oil holding capacity, Protein content
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Figures

Figure 1. Spectre d’absorption des pigments photosynthétique.

Figure 2. Représentation schématique des trois phases d’absorption d’eau dans le cas des

isothermes de type 2.

Source : (Furmaniak et al., 2009)
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Source : (Goulambasse , 2018)
Figure 6. Ultrastructure de la paroi cellulaire de la spiruline.
Source :

L'organisation cellulaire de Spirulina platensis, observée par microscopie électronique, est
typique de celle des organismes procaryotes, étant dépourvu de morphologie limitée noyau et
de plastides et affichant une enveloppe de type Gram négatif externe, la paroi cellulaire. Les
trichomes sont entourés d'une fine gaine diffluente. La gaine a une épaisseur d'environ 0,5 pm
et présente une structure en forme de filet fibrillaire. Le matériau de la gaine, excrété a travers
les pores situés sur la paroi cellulaire, amene a penser son implication dans le mouvement du

filament.

La paroi cellulaire multicouche est mince, environ 40-60 nm, et possede une couche dense aux
électrons qui est facilement détectable, correspondant au peptidoglycane. Les parois
transversales sont regulierement espacées et divisent le trichome en cellules, reliées par des
plasmodesmes, elles sont formeées par la croissance centripéte et I'extension du peptidoglycane
de la couche interne de la paroi cellulaire vers le centre de la cellule. Ainsi, les parois

transversales forment une structure tripartite. Juste au-dessous de la paroi cellulaire se trouve
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la membrane plasmique, entourant le cytoplasme, riche en inclusions subcellulaires typiques
des cyanobactéries. Ces inclusions ont un arrangement précis et une distribution a l'intérieur le
cytoplasme. La région périphérique de la cellule est caractérisée par un cytoplasme a faible
densité électronique, principalement rempli de granules de poly glucane et de gaz vacuoles. Les
zones depourvues de thylakoides a faible densite électronique sont remplies de ribosomes et de
fibrilles d’ADN. De petites gouttelettes lipidiques opaques aux électrons sont dispersées parmi
les faisceaux de thylacoides et dans les zones sans thylacoides (Tomaselli, 1997; Vonshak et
Tomaselli, 2000).
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Tableau

Tableau 1. Valeur de I’activité de I’eau de la solution d’acide sulfurique en fonction de la
concentration et de la température.

Concentration aw aw

(% volume/volume) 25°C  40°C
10 0,94 0,95
25 0,81 0,83
40 0,56 0,67
50 0,35 0,36
60 0,16 0,17
70 0,04 0,04
80 0,005 0,006
90 0,0003 0,0005

Source : (Multon et al., 1980)
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Résumé

Le but de cette étude est d’optimiser les propriétés fonctionnelles de la spiruline, d’en extraire
les protéines en utilisant la MSR et de déterminer les isothermes de sorption afin de déterminer
I’eau non-solvante et les conditions de stockage optimales. Les ultrasons ont été utilisés comme
prétraitement dans I’optimisation des propriétés fonctionnelles et I’extraction, par précipitation
isoélectrique, des protéines de la poudre de spiruline. L'effet des ultrasons et des autres
paramétres (pH, température, rapport solide / liquide et durée) a été évalué apres I’établissement
d’un plan d’expériences Box-Behnken. Le modéle a été ajusté par I’analyse ANOVA. Les
isothermes de sorption d'eau de la spiruline ont été déterminé par la méthode gravimétrique a
25 et 40 °C. Les paramétres de I'équation de Guggenheim-Anderson-de Boer (GAB) ont été
déterminés par régression directe non linéaire. L'eau non-solvant a été évaluée en utilisant la
courbe des isothermes de sorption. L’équation de Clausius-Clapeyron a été utilisée pour étudier
la variation de la chaleur iso stérique en fonction de la teneur en eau.

La teneur en protéines de la spiruline en poudre est de 55% (poids / poids). Les ultrasons ont
un effet significatif sur les propriétés fonctionnelles et I'extraction des protéines de la spiruline.
pourLa capacité de rétention d'eau optimale était de 4,97 g d'H2 O / g de poudre de spiruling,
la capacite de rétention d'huile optimale est de 2,3 g H2 O / g de poudre de spiruline. Les valeurs
de teneur en humidité de la monocouche de Spirulina platensis déterminées a 25 et 40 °C étaient
respectivement de 6,06 et 3,94%. La quantité maximale d'eau non-solvant liée par la poudre de
spiruline était de 0,135 g H20 / g de poudre. La valeur maximale de la chaleur de sorption iso
stérique a été évaluée a 60 kJ mol-1. Les valeurs du parametre AH1 qui sont 6,86 kJ mol-1 a 25
°C et 27,34 kJ mol-1 a 40 °C confirment que les molécules d’eau sont fortement liées aux
molécules de protéines la spiruline cultivée en Algérie pourrait étre incorpore dans les produits
alimentaires en tant que complément pour améliorer la valeur nutritionnelle et I'acceptabilité
des consommateurs. Les résultats de cette étude permettent de conclure que la poudre de
spiruline peut étre correctement stockée avec une activité de I'eau de 0,33 et une teneur en
humidité de 6%.

Mots clés : Spiruline, Optimisation, ultrasons, propriétés fonctionnelles, protéines



Résumé

Abstract.

The aim of this study is to optimize Spirulina functional properties and to extract protein from
whole biomass using RSM and to investigate the sorption isotherm and thermodynamic properties
in order to determine non-solvent water and optimal storage conditions. Ultrasound was used as
Brejtreatmer_lt to optimize functional properties and to extract proteins from Spirulina powder

y isoelectric precipitation. The effect of ultrasound and other parameters (pH, temperature,
solid to liquid ratio and time) was evaluated by Box-Behnken design. The model was fitted by
ANOVA analysis. Water sorption isotherm of Spirulina platensis was assessed by gravimetric
method at 25 and 40°C. Guggenheim-Anderson-de Boer (GAB) equation parameters were
determined by direct non-linear regression. Non-solvent water was evaluated using sorption
isotherm curve. Clausius-Clapeyron equation was used to study the variation of isosteric heat
versus water content

The protein content of Spirulina powder was found to be 55% (w/w). There is a significant
effect of ultrasound on functional pro(?erties and protein extraction from Spirulina. The
optimum Water Holding Capacity (WHC) was 4.97 g H2 O/g spirulina powder, The optimum
Oil Holding Capauty_%O_HC) is 2.3 g H2 O/g spirulina powder, The values of monolayer
moisture_content of Spirulina platensis determined at 25 and 40°C were respectively 6.06 and
3.94%. The maximum non-solvent water bound by Spirulina powder was 0.135 g H20/g. The
maximum value of isosteric heat of sorption was evaluated at 60 kJ mol™. The values of parameter
AH1 which are 6.86 k] mol™ at 25°C and 27.34 kJ mol™ at 40°C confirm that water molecules are
strongly bound to proteins molecules.Ultrasound has a significant effect on functional properties
and protein extraction from Spirulina. Arthrospira platensis grown in Algeria could be
incorporated in foodstuff as natural supplement to improve nutritional value and consumer
acceptability. After the The results of this study, we can conclude that Spirulina platensis powder
could be stored properly at water activity of 0.33 and moisture content of 6%.

Keywords: Spirulina, Optimization, ultrasound, functional properties, protein.
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