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SUR LE TAUX DE PHYCOCYANINE

a Spiruline (Arthrospira sp) est une cyanobactérie qui a

longtemps était utilisée comme source alimentaire vu sa
richesse nutritionnelle, ou les protéines pourraient atteindre les 70% PS.
Cette cyanobactérie a fait l'objet de plusieurs études dans de nombreux
pays, parmi ces derniers, I'Algérie, qui représente une ressource naturelle
locale de spiruline (Arthrospirasp) et tente a son tour d'aller vers sa
valorisation. C'est dans cette optique que s'inscrit ce travail, dont le but est
l'évaluation de la croissance d'une souche d'Arthrospira sp isolée depuis
le désert du Sahara. Cultivée a une température de 30°C et sous une
lumiére de 60umol photons m> S dans le milieu Zarrouk, la détermination
de son profil nutritionnel, et étude de l'influence de la variation de
l'intensité de lumiere (10, 20, 40 et 60 umol photons m? SJ) sur le taux de
phycocyanine produite sur des cultures axéniques (n= 12). Cette étude
indique que cette souche s'adapte rapidement aux conditions choisies et au
milieu Zarrouk, avec une biomasse maximale de 0,67 +0,0043 g/L au bout
de 4 jours de culture et que d'apres son profil nutritionnel, cette souche est
riche ne protéines (58,15%+5.45 PS) mais relativement faible en
phycocyanine (5,02%+*1,35). L'analyse statistique (ANOVA) a montré que
le taux de phycocyanine extraite est significativement influencé par la
variation de la lumiere induite dans l'expérimentation et ainsi, pourrait
étre améliorée en controlant les conditions de lumiere. Le taux le plus
élevé en phycocyanine (9,1%=+0,07 PS) a été enregistré a des lumieres
faibles (10umol photons m?S").

Mots clés : Arthrospira sp, culture, lumieére, protéines, phycocyanine

réhabilitation nutritionnelle [2, 3].
D'une autre part, des travaux ont
indiqué que le genre Arthrospira
pouvait avoir des effets théra-
peutiques importants notamment des
effets antioxydants et anti-inflam-
matoire [4,3 et 5], anti-cancer [6] et
hypocholestérolémiant [7] du a la
présence de phycocyanine. Paral-
Ielement a ces multiples intéréts, cette
cyanobactérie a fait aussi l'objet de
quelques études en 1'Algérie, qui
représente une ressource naturelle
locale de spiruline (4rthrospirasp) et
tente a son tour d'aller vers sa
valorisation.

La spiruline connait depuis quelques
décennies un regain d'intérét par la
communauté scientifique, de par sa
richesse nutritionnelle, notamment en
protéines (jusqu'a 70% du poids sec
total) et est devenue I'objet d'une large
gamme d'application et d'utilisation, a
la fois en nutrition, en pharmacologie,
et en cosmétologie [1]. La
composition fort intéressante en
protéines, en phycocyanine, en Acide
Y -linoleique, fait de la spiruline,
d'une part, un bon complément
alimentaire testé a travers des études
précliniques et cliniques de
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Ainsi sur le plan alimentaire
Doumandji et al. [8] ont essayé de
mettre en place un nouveau produit
céréalier type Couscous enrichi en
Spiruline ou le taux de protéines du
Couscous basique a été¢ majoré avec
I'ajout de la Spiruline. Aussi, dans
un second travail, Doumandji et al.
[7] ont montré 1'effet hypo-
cholestérolémiant d'un régime a
base de Spiruline autochtone isolée
en association avec Bifidobacterium
adolescentis in vivo et in vitro.
Cependant, a notre connaissance,
peu d'études se sont intéressées au
coté biotech-nologique de la
culture de cette souche autochtone.
Il est connu actuellement que la
production de microalagues,
notamment d’Arthrospira, dépend
essentiellement des conditions
environnementales, pouvant
influencer leur croissance, et
provoquant des changements dans
leur composition [9, 10]. L'intensité
de la lumiére et la température sont
deux facteurs importants qui
affectent les microalgues
notamment chez la Spiruline.
Plusieurs études ont traité I'effet de
ces deux facteurs environ-
nementaux, en plus du pH, du
carbone, et de la salinité, sur la
croissance et la composition des
microalgues, notamment la
Spiruline [11, 12, 13, 14 et15]. C'est
dans cette optique que s'inscrit ce
travail, dont l'objectif est
I'évaluation de la composition et la
cinétique de croissance
d'Arthrospira sp isolée du Sahara
Algérien et l'investigation de son
taux de phycocyanine par
I'exposition des cultures a
différentes intensités de lumiere.
Cependant, plusieurs travaux ont
conclu que les intensités de lumiéres
utilisées pour la culture de quelques
microalgues contenant des
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phycobiliprotéines, notamment la
phycocyanine, tel que Nostoc sp,
auraient un effet antagoniste sur la
synthése de ces molécules [16, 17].
En se basant sur ces considérations,
nous proposons donc d'utiliser des
intensités de lumiere inférieures aux
intensités de lumiere communes de
culture citées dans la bibliographie.

1.Echantillonnage et conduite de
la culture mere

Les échantillons de Spiruline
(Arthrospira sp) ont été prélevés
depuis la Guelta du Palmier, a
Tamenrasset dans le désert du
Sahara Algérien, a une altitude de
1824m. Les échantillons recueillis
ont ¢té traités par filtration et
dilution afin de purifier les cellules
suivant le protocole de Khatum
[18]. Cette cyanobactérie a été
maintenue dans des flacons d'l L et
cultivée en batch en triplicata dans
le milieu Zarrouk (1966) [19]
contenant en g. L' : NaNO,, 2.50;
K,HPO,, 0.50; NaHCO,, 10.00;
NaCl, 1.00; MgSO,-7 H,0, 0.2;
CaCl,-2H,0, 0.02; FeSO,-7H,0,
0.01, 1mL solution d'oligo-éléments
(g L"): 2.86 HBO,, 1.81 MnCl,
4H,0, 0.39 Na,MoO, 2H,0, 0.079
CuS0O4 5H,0, 0.049 Co(NO,),
6H,0, et 0.222 ZnSO, 7H,0, avec
un ensemencement initial de
0,093g/L. , dans les conditions
communes de croissances d'une
température de 30°C et d'une
intensité de lumiére de 60 pmol
photons m”S"préétablies par Danesi
et al. [20]. Le pH a été ajusté 4 9,2.
Cette culture mere va servir dans un
premier temps a 1'étude du
comportement de la croissance
d'Arthrospira sp isolée en suivant la
cinétique de la concentration de sa
biomasse (g/L) qui est déterminée

quotidiennement par la mesure de la
densité optique (670nm),
(JAS.CoV-630 Spectrophotometer)
de chaque prélévement et la
comparaison des valeurs
enregistrées avec une courbe
d'étalonnage du poids sec en
fonction de la I'absorbance
antérieurement effectuée selon la
méthode de Costa et al. [21]. Dans
un second temps, la culture mére
servira a la détermination du profil
nutritionnel de cette souche. Aprés 8
jours de culture, la biomasse est
récoltée par filtration sur toile en
nylon (20pm de diameéetre),
lyophilisée et maintenue a -20°C
afin d'étre analysée en, lipides
totaux, sucres neutres,
phycocyanine et protéines.

2.Conduite des cultures
expérimentales

Quatre cultures expérimentales
axéniques en batch d'drthrospira sp
purifiée ont été menées en triplicata,
effectuées dans des Erlen Mayer
stériles de 2L contenant 1,5L du
milieu Zarrouk [19], et soumises
aux mémes conditions de
température (28°C), de pH (9,2) et
d'agitation. L'ensemencement a été
réalisé simultanément a 10% a partir
de la culture mere (0,08 +0,0047
g/L) pour les quatre cultures
expérimentales. Ces cultures ont été
traitées par des intensités de lumiére
différentes : 10, 20, 40 et 60 umol
photons m? S™ Choisies sur la base
de la bibliographie et des
expériences préliminaires. Apres 10
jours de culture, la biomasse
obtenue des cultures expérimentales
a ¢té récupérée par filtration sur
toile en nylon (20um de diameétre),
lyophilisée et maintenue a -20°C
afin d'é€tre analysée en
phycocyanine.



Toutes les cultures menées dans
cette étude, ont été effectuées sous
des conditions de lumiére et de
température controlée. Un tube
lumineux d'une puissance de 46W
donnant une lumiére blanche, a été
utilisé. L'intensité de la lumiére
incidente a été mesurée a I'aide d'un
photométre type QSPAR Quantum
Sensor.

3.Dosage nutritionnel

3.1. Extraction et quantification des
lipides

Les lipides totaux ont été estimés
par gravimétrie selon laméthode de
Folch [22]. Une quantité de
biomasse lyophilisée est pesée
(environ 10mg) et mélangée a 2mL
d'un solvant composé de
chloroforme et de méthanol (2 :1
v/v). La mixture est agitée pendant
15min a l'aide d'un shaker a une
température ambiante. L'extrait
obtenu est ensuite filtré sur
membrane a 0,22pum de diametre
(Millipores) et 10mL d'eau distillée
sont ajoutés. Une fois que les deux
phases sont bien distinguées, la
phase supérieure est prélevée et
évaporée avec du N2.Les lipides
totaux sont exprimés par mg de
lipides par mg de biomasse.

3.2. Extraction et quantification
sucres neutres

Les sucres neutres ont ¢ét¢ analysés
par la méthode de Dubois [23].
Brievement, Smg d'Arthrospira sp
lyophilisée est soumise a un milieu
sulfurique a chaud, cette réaction
donne des dérivés du furfural qui se
condensent avec le phénol (5%)
pour donner un complexe de
couleur brun, dont l'intensité est
proportionnelle a la concentration
de sucres neutres. La densité
optique est déterminée a 490 nm. La

concentration des sucres neutres est
obtenue par courbe d'étalonnage
préétablie. Le taux sucres neutres
est exprimé par mg de sucres neutre
par mg de biomasse.

3.3. Extraction et quantification
phycocyanine

L'extraction de la phycocyanine est
réalisée a partir de 10mg de
biomasse lyophilisée suspendue
dans 10mL de CaCl, puis filtrée sur
papier Whatman(0,47um) apres
24h, suivi d'une centrifugation a
4000tr/min pendant 30min. La
concentration de phycocyanine est
déterminée selon la formule
suivante établie par Bryant et al
(1976) [24] et apres lecture de la DO
a 620 et 650nm : [Pc] = (DO 620 -
0,72 DO 650)/6,29 (en mg/mL
d'extrait). Le taux de phycocyanine
est exprimé par mg de
phycocyanine par mg de biomasse.

3.4. Extraction et quantification
protéines

Les protéines ont été analysées
suivant la méthode de Bradford
[25]. Brievement, pour 1 mg de
biomasse, 1 mL tampon phosphate
est ajoutée et laisser pendant 48H.
Pour un triplicata de 100pL, on
ajoute, ImL de Réactif de Bradford.
La mesure de la densité optique est
effectuéde a 595nm. La
concentration des échantillons en
protéines est alors déterminée a
partir d'une courbe d'étalonnage
réalisée dans les mémes conditions
avec des échantillons d'albumine
sérique bovine (BSA) de
concentrations croissantes connues.
Le taux protéines est exprimé par
mg de protéines par mg de
biomasse.

4.Analyse statistiques des données

Les valeurs de phycocyanine

obtenues suite au traitement par
différentes intensités de lumiere
sont comparées par ANOVA a l'aide
du logiciel SPPSS (version 19) a un
seuil de signification de 0,5%.

1. Culture mere d'Arthrospira sp.
1.1. Cinétique de croissance

La croissance de la souche
saharienne d'Arthrospira sp a été
évaluée par le suivi de I'évolution de
la concentration de biomasse de la
culture mére, en batch, sur une
période de 8 jours sous une lumiére
de 60 umol Photons m’S™, 30°C de
température et un pH de 9. Sous ces
conditions, le maximum de
concentration de biomasse a été de
0,67 + 0,0043 g/L. La cinétique de
croissance (Fig. 1) indique que la
phase exponentielle est observée
entre les jours 2 et 4 de la culture ou
le poids sec passe de 0,28 + 0,003
g/L.a 0,67 +0,004 g/L. Alors que la
phase de latence a été observée du
jour 1 au jour 2. Dans cette phase la
concentration en biomasse n'a pas
été¢ différente de celle enregistrée
lors de l'ensemencement (jour 0)
(0,117 + 0,0044 g/L et 0,080 +
0,0047 g/L) respectivement. Le 5™
jour de croissance confirme
qu'drthrospira sp est entrée en
phase stationnaire avec une
concentration de biomasse égale a
0,663 + 0, 032 g/L qui se stabilise a
la fin de la culture, durant le jour 6 et
7 avec des valeurs de 0,066 +0,0095
g/L et 0,0659 + 0,025 g/L
respectivement. Cette méme
tendance a été observée dans I'étude
de Doumandji et al. [8], ou les trois
principales phases décrites ont été
observée distinctement.
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Cependant, dans notre étude, la
phase de latence a été courte et la
phase exponentielle a été observée
plutét (jour 2 a jour 4) que celles
indiquées dans ['étude de
Doumandji et al. [8] (jours 7 et 8)
ayant travaillé avec un milieu de

culture expérimental donnant une
biomasse n'excédant pas les 0,5g/L
au moment de la phase
exponentielle. Ceci pourrait
s'expliquer par l'adaptation rapide et
efficace de cette souche saharienne
d'Arthrospira sp au milieu Zarrouk

[19], qui est en évidence le milieu
optimal pour une croissance
optimale, mais aussi aux conditions
de culture choisies de température et
d'intensité de lumiére.

Figure 1 : Cinétique de croissance d'Arthrospira Sp, biomasse (g/L)

1.2. Profil nutritionnel
d'Arthrospira sp

Les résultats de I'analyse
nutritionnelle effectuée sur la
biomasse de la  culture meére
d'Arthrospira sp sont présentés dans
la figure 2. Ces résultats indiquent
que les composants les plus
prédominants sont les protéines
avec un taux de 58 ,15%= 5,24 (PS),
ajouté aun taux de 5,02%=1,35 (PS)
de phycocyanine, suivi des lipides
et des sucres estimés a 8,2%+0,6 et

en fonction des jours

7,2%+0,45 (PS) respectivement.
Plusieurs auteurs ont expliqué cette
variation dans la composition en
composants majeurs du genre
Arthrospira par les conditions
environnementales de culture mais
aussi par la souche et I'espéce
d'Arthrospiraelle-méme [26]

Plusieurs travaux ont admis que le
taux de protéines chez la Spiruline
varie entre 55et 70% [26]. Le taux
de protéines obtenu (58,15%+ 5.24
PS) montre cette souche étudiée

constitue une bonne source de
protéines végétales, ou elle est 1,53
fois supérieure que le taux de
protéines contenus dans les
meilleures sources de protéines
végétales notamment le Soja avec
38% faisant d'Arthrospira un bon
correcteur du taux de protéines des
aliments qui en sont pauvres. De
plus, selon Charpy [27] le genre
Arthrospira contient des acides
amings essentiels d'une digestibilité
¢levée estimée entre 83 % et 90%.

Figure 2 : Profil nutritionnel majeur d'Arthrospira sp dans les conditions
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Les phycobiliprotéines sont une
fraction importante des protéines de
la Spiruline dont le composé majeur
est la phycoyanine pouvant aller de
15 a 20% [28, 5]. Plusieurs études
ont montré principalement ['effet
antioxydant et anti radicalaire de la
phycocyanine [29,30 et 31]. Ce taux
trés bas de phycocyanine
(5,02%=*1,35 PS) contenu dans cette
souche d'drthrospira (5,02%=+1,35)
pourrait s'expliquer par
I'environnement extréme a partir du
quel elle a été isolée, qui se
caractérise par une forte radiation
solaire et une forte température
allant de 45-55°C en été [32]. Il est
donc supposé¢ que cette souche
isolée de cet environnement aurait
tendance a avoir un mécanisme
synthétique pas tres efficace pour la
production de phycocyanine.

Le taux de lipides totaux obtenu
(8,2%= 0,6 PS) est compris dans
l'intervalle atteint dans plusieurs
travaux allant de 5,6 a 11% [33],
[34],[35], [36]. Il est bien établi que
la  Spiruline n'est pas riche en
lipides devant a d'autres
microalgues tel que Dunaliella
tertiolecta avec 71.4% [37] et
Chlorella protothecoides avec 15-
55 % [38]. Cependant, la fraction
lipides du genre Arthrospira se

caractérise par un bon équilibre
d'acides gras saturés et insaturés
[39]. De plus, sur un plan
technologique, l'absence de lipides
en un taux élevé chez Arthrospira,
lui confére une stabilité lors de la
conservation du produit fini, évitant
ainsi leur oxydation et leur
rancissement. Le taux de sucres
neutres atteint dans ce travail est de
7,2%+ 0,45 (PS), une valeur
inférieure a celle trouvée dans
plusieurs travaux, qui varie en
moyenne entre 10 et 25% [40],[41].

2. Variation du taux de
phycocyanine dans les cultures
expérimentales d'Arthrospirasp

Se basant sur les résultats
préliminaires de cette étude et ayant
obtenu un taux bas en phycocyanine
dans les conditions de culture
communes de lumiere (60pumol
Phontons m~S™), les résultats de
l'effet des différentes intensités de
lumiére sur le taux de phycocyanine
d'Arthrospira sp étudiée (Fig. 3)
montrent que pour l'ensemble des
cultures expérimentales, le taux de
phycocyanine varie de 5,45%=+ 0,58
a 9,10%= 0,07 % (PS). La valeur
maximale (9,10%=+ 0,07 PS) a été
obtenue lorsque les cultures sont
soumises a des intensités de lumiére

faibles égales a 10pumol Photons m’
’S™. L'analyse statistique a montré
que le taux de phycocyanine a été
influencé significativement par les
différents traitements d'intensité de
lumiere (p<0,05). En effet la
phycoyanine, et les
phycobiliproteines en général, sont
des pigments secondaires de la
photosynthése, leur taux chutent
quand les intensités de lumiére sont
trés importantes, cette chute sert a
prévenir l'exces d'absorption de
lumieére et joue ainsi un role photo-
protecteur [42]. Ce phénomene
photo-protecteur a été étudié sur la
cyanobactéri Nostoc spp, il se
produit suite & l'augmentation de
I'émission fluorescente par la Pe
Nostoc Spp qui est induite soit par
I'énergie solaire ou UV-B artificiels
qui a pour résultat le non transfert
d'une quantité d'énergie
significative au Photosysteme II, ce
qui inhibe l'appareil
photosynthétique et ainsi
I'oxydation de la molécule ciblée.
Cependant I'étude de Ma et al. [43]
faite sur Nostoc sphaeroides a
montré que les taux les plus élevés
en phycobiliprotéines étaient
atteints a des intensités de lumieres
fortes (90 pmol Photons m™”S™)

Figure 3 : Taux de phycocyanine d'Arthrospirasp(%) en fonction de

1'intensité de la lumiére (umol photons m? S™)
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A l'inverse, 1'étude d'Olievra et al.
[16] sur une autre souche de Nostoc
spp affirment que le taux de la
phycoyanine est & son maximum
quand l'intensit¢ de lumiére est
faible de 10pmol Photons m”S™. De
méme, Pojidaeva et al. [17]
rapportent, dans leur étude sur
Synechocystis sp, qu'a de fortes
intensités de lumiére, les
phycobiliprotéines diminuent, et ce
a cause de la diminution de leur
synthése et 1'augmentation de leur
dégradation par les protéases.
Parallé¢lement, notre résultat
confirme I'hypothése émise sur le
fait que les environnements
extrémes, dont les radiations
solaires sont élevées, affaiblissent
les mécanismes de production de
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