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Résumé
'

Résumeé

La culture de spiruline été réalisée dans dewemilipréparés a base des margines et des huiles
usagées et les cendres de bois de figuier.

Dans un premier temps, cette culture est lancés diaa étuve a 37°C. A la fin de la culture, les
deux milieux ont été réutilisées pour lancer unavetie culture de spiruline sous les mémes
conditions opératoires et a température ambiardesuivi de la culture a été réalisé en suivant
I’évolution du pH, production de phycocyanine, @etréndement en spiruline. L’analyse IR des
poudres de spirulines issues des deux milieux a rétdisée ainsi que leur activité
antimicrobienne vis-a-vis des souches pathogeres. lésultats montrent que, le milieu & base
de I'huile usagée donne un meilleur rendement eulisie en comparaison avec ceux obtenus en
utilisant les milieux recyclés. L'analyse IR desugmes de spirulines obtenues révéele la
prédominance des groupes hydroxyles et des gratgrbsnyles. Enfin, la sensibilité des trois
souches$taphylococcus aureus, Candida albicahgscherichia Coli) vis—avis de la poudre de
spiruline issue du milieu préparé a base des hudagées semble meilleure. D’autres parametres
restent a étudier, afin d’évaluer la qualité erdadement en spiruline en valorisant les deux

déchets difficilement dégradables par la spiruline.

Mots clés spiruline, huile usagée, margine, phycocyanieadees de bois de figuier, pollution.



Abstract

Abstract

The cultivation of spirulina culture was carriedt @ two media prepared from margines and
waste oils and fig wood ash.

In a first step, this culture is launched in anmoa 37° C. At the end of the culture, the two
media were reused to launch a new culture of spauinder the same operating conditions and
at ambient temperature. The follow-up of the ce@twas carried out following the evolution of
the pH, production of phycocyanin, and the yieldspirulina. The IR analysis of the spirulina
powders from the media was carried out as wellh&sr tanti-microbial activity against the
pathogenic strains. The results show that the waiktmedium gives a better yield of spirulina
compared to those obtained using the recycled métia IR analysis of the spirulina powders
obtained reveals the predominance of hydroxyl gsoamd carbonyl groups. Finally, the
sensitivity of the three strainStaphylococcus aureus, Candida albicamsl Escherichia Col,
versus the spirulina powder from the prepared afldd medium appears to be better. Other
parameters remain to be studied in order to ewvaltts quality and the yield of spirulina by

valorising the two waste products which are diffi¢a degrade with spirulina.

Key words: spirulina; used oil; cinders of fig wood; phycooyze; pollution.
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l. Introduction générale

La spiruline est considérée comme unecgoalimentaire qui peut contenir jusqu’a 70% de
protéines, elle est riche en sels minéraux, oligménts et contient de nombreuse vitamifils
B2, B12, E, ..) (SHALL etal. ,1999.

En plus de la chlorophylle, la spirulinentent de la phycocyanine qui est un pigment
connu possédant un pouvoir antioxydant intéres&aHEN et WONG, 2008). Compte tenu de
ses caractéristiques, la culture de la spirulinegrgadt étre une solution pour améliorer la santé
humaine, la nutrition notamment dans les pays elg-tnonde et également pour développer des
cultures industrielles (SGUERA, 2008

C est une espece d’algue qui se déveldpps des lacs alcalins, a proximité des crateres de
volcan, et le désert notamment. L’Algérie faittgades rares pays cultivant de la spiruline dans
le monde A cet effet, des chercheurs algériens, ont décounes la wilaya de Tamanrasset qui

se situe au niveau du sud algérien, un lieu iddadrisant sa culture. (SAGGAI, 2008).

Dans le but de produire une spiruline bio, noussneommes idresss a valoriser les sous-

produits agricoles, tels que les margines et lde$usagees.

L'industrie oléicole, en plus de sa praditut principale qui est I'huile d’olive vierge,
génere des sous-produits liquides appelées lesdmuggétation ou les margines. Ces effluents
ont jusqu'a présent peu de valeur économique e#rigi®BERNOU et BOUCENDALA 201p

En effet les margines sont rejetées saisadkes cours d’eaux, soit répandues sur le sol. Ces
effluents fortement chargés en matiere organiqgfiectant la qualité des eaux dans lesquelles
elles sont déversées constituant ainsi un décliebpb(KEBBAB, 2014.

En outre, il existe d’autres polluantsunals qui entrainent aussi la pollution des eaurst
sols, sont les huiles usagées des moteurs quideyenues impropres a l'usa(l®LIEFERT et
PERRAUD, 2001 Ces huiles sont classées comme déchets dangévDkETTA, 2009).
Néanmoinsglles constituent une catégorie importante de naabésusceptibles d’étre récupérés
par des traitements appropriés. Cette récupérash une neécessité pour protéger
I'environnement. (MAZOUZI etl 2014.
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Plusieurs chercheurs ont travaillé sur la cultueela spiruline dans des milieux synthétiques
(JOURDAN, 2006), naturel ou semi-synthétiques elonsant des ressources agricoles citant:
BENAHMED DJILALI et BENAMARA, (2013), ont réussi laulture de la spiruline dans un
milieu a base de I'eau de mer et la solution deslies de bois de figuier, d’olivier et de palmier.
D’autres chercheurs Saoudiens ont pu cultiver iulspe dans un milieu & base de substrats de
croissances différentsbase du palmier dattier (ADEL, 2014).
C’est dans ce sens que notre travail s’inscritgued pour objectif de cultiver la micro algue
«Spirulina platensis»originaire de Burkina Faso toute en valorisant déshets locaux de la
région de Tizi-Ouzou a savoir les margines et lékeh usagées en vue leur dépollution.

Ce travail comporte deux parties, la premiére patit relative a I'étude bibliographique et

la seconde est réservée a I'étude expérimentale.

L’étude bibliographique comprend deux chapitreqrimier présente des généralités sur la
spiruline, le second est réservé aux généralitekesunargines et les huiles usagees.

En ce qui concerne I'étude expérimentale, ellegstr les différentes expérimentations
faites concernant les essais de la cultur8gleulina platensigians les milieux naturels préparés
a base des margines, les huiles usagées et |lfoaalies cendres de bois de figuier de la région
de Tizi-Ouzou ainsi que les différents résultatenbs.

Enfin, nous terminons notre étude par une conatugiénérale ou sont récapitulés les

principaux résultats obtenus.
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1.2 Définition

La spiruline$pirulina platensisest cyanobactérie, filamenteuse (DANSOU, 2002¢. E
appartient a la famille des Cyanophycées. Vu quelsotope est assez particulier, elle pousse
naturellement dans les lacs aux eaux nagsnet au pH alcalin des régions chaudes
(CHARLEMAGNE, 2008).
Datant d environ 3,5 milliards d années, la spirilest parmi les étres vivants qui ont créé la vie
sur terre (LEMKADEM, 2015).

FOX, (1999) a classé la spiruline comme suit:

Regne......ccooevviiiiiiiinnnn, Monera ou Bacteria
SOoUS-regne.........covvevvnennns Prokaryota
Phylum ou Division............. Cyanophyta ou Cyanobacteria

Classe......ccocvvvvviiiinnnnnn, Cyanophyceae

Ordre......ccovvv i, Oscillatoriales

Famille...................ooe. Oscillatoriaceae
Genre......ocoviiiiiiii e, Spirulina
Espéce.......coovviiiiiiininnn, Platensis

D’aprés LEMKADEM (2015), la spiruline est plus rielen protéines que la viande, et fait
partie de la nourriture traditionnelle des aztegledlexique et des kanembus du Tchad.
Le service d'hygiéne avait classé la spiruline cemrdtant un aliment en 1989
(CHARLEMAGNE, 2008).

Figure 1 Spirulina platensisyue au microscope photonique (JOURDAN, 2011)
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1.2 Composition biochimique

De forts changements dans la composition biochimigles spirulines sont provoqués

facilement par les variations de conditions dewal{LEMKADEM, 2015).
La spiruline en poids sec, contient en moyenneu@sd0% de protéines, 11% de lipides, 15 a
25% de glucides, ainsi que des vitamines, des mumxér de la chlorophylle et des

phycobiliprotines (SGUERA, 2008).

.2.1 Protéines

Selon les souches et les conditions de culturguéatité de protéinesAtthrospira platensis

varie de 55 a 70 % du poids sec (SGUERA, 2015).

Tableau I: La composition en acides aminésSja@rulina platensisBABADZHANOV et al

(2004).

Acides aminés % Acides aminés %

Asparagine 0,9 Méthionine 0,8
Thréonine 0,5 Isoleucine 1,3
Serine 0,6 Leucine 0,8
Glutamine 1 Tyrosine 3,3
Proline 0,3 Phénylalanine 2,5
Glycine 0,6 Histidine 4,7
Alanine 1 Lysine 19
Valine 1,3 Arginine 2,1

1.2.2 Phycocyanine
Le mot phycocyanine est originaire du grec, ilaéisisé en deux mots: «phyco» qui veut dire

algue, et «cyanine» qui vient de la couleur cyamivé aussi du grec «kyanos» qui signifie bleu
vert (WIHITTON et POTTS, 2000).

Selon RICHMOND et GROBBELAAR (1986), lors de sasdilsition dans I'eau, le pigment
donne une couleur bleue brillante avec fluorescewncge. La phycocyanine est légerement

sucrée, elle n"est pas toxique et ne posséde pdsud particuliere.
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[.2.2.1  Structure chimique
La phycocyanine  appartient a un groupe de praéipdotorécepteurs appelées
phycobiliproteines (BENAHMED DJILALIA, 2012). Cergupe constitue un pigment le plus
abondant de la spiruline représentant plus de 25%od poids (SGUERA, 2008). (Figure 2)

aw=HN ~Cys — CO-am], Apoprotéines
HoC cof | |

Phycobilins

A D
N N N N
H H

Figure 2: Structure chimique de la phycocyaniB&RUNO DE REVIERS, 2002)

[.2.2.2 Production de la phycocyanine

La production se fait dans des conditions bienrdéteées paSpirulina platensisen suivant
trois procédésBENAHMED DJILALLI, 2012), (ADEL, 2014).

- Production phototrophe;

- Production hétérotrophe;

- Production mixotrophe.
La quantité de c-phycocyanine est beaucoup plusdgralans les cultures fermées plutét que

dans les cultures ouvertes.

[.2.2.3  Spectre d absorption de la phycocyanine
Le spectre d absorption de la phycocyanine monieebhande d absorption forte & 650 nm, et
une seconde plus faible a 550 nm (BENAHMED DJILA2012).

La phycocyanine émet de la fluorescence a envis@nén (CONTRERAS eil. 2007).
[.2.3  Lipides

La spiruline est considérée comme 'une des me#keources alimentaires connues d'acide
gras y-linoléique, aprés le lait humain et quelques luNégétales (CRUCHOT, 2008). Ces

lipides ne sont pas synthétisés par les animasihsoiht nécessaires a la croissance normale, au
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transport du cholestérol, au développement de da,p& la digestion (BENAHMED DJILALI,
2012).

[.2.4  Caroténoides

Les caroténoides sont de longues molécules trépiyobes, colorées (Jaune a rouge) et
possédant un systeme de doubles liaisons conjuguées
La spiruline renferme un spectre large de 10 cadties differents (DOUMENGE at. 1993).
L'ensemble de ses caroténoides travaille en syneagi niveau de l'organisme, pour en

augmenter la protection face a I'agression desaasilibres oxygénés (CRUCHOT, 2008).

1.2.5 Vitamines

Il existe 13 vitamines, 4 liposolubles (A, D, E, &)9 hydrosolubles (B1, B2, B5, B6, B12, C,
PP). La spiruline contient de nombreuses d'entre ellepécialement des vitamines B dans des
proportions optimales (CHARPY at. 2008).

Les tableaux ci-dessous résument quelques vitarooretituant la spiruline.

Tableau II: Vitamines liposolubles contenues dans la biomas&pdulina platensis
(BABADZHANOV et al 2004).

Vitamines liposolubles Quantités (mg/100g de matg&che)
B-caroténdprovitamine A) 64 a 200

Tocophérol (vitamine E) 10a19

Vitamine C 0,3
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Tableau lll: Vitamines hydrosolubles contenues dans la biom@sSgirulina platensis
(BABADZHANOV et al 2004).

Vitamines hydrosolubles Quantitegmg/100g de matiére seghe
Acide ascorbique (vit C) 195,3

Nicotinamide (Vit B3 ou PP) 0,9

Pyridoxine (Vit B6) 0,5

Riboflavine (Vit B2) 0,2

Thiamine (Vit B1) 0,8

Cyanocobalamine (Vit B12) 0,3

Acide folique (Vit B9) 0,6

[.2.6  Minéraux et oligoéléments

Les minéraux se différencient des oligoéléments lparquantités quotidiennes que nous
devons apporter a notre organisme. Les besoinsaerogiéments sont de I'ordre du gramme (g)
ou du dixieme de gramme par jour tandis que ceuxolegoéléments sont de l'ordre du
milligramme (mg) ou du centieme de milligrammg) (SGUERA, 2008).

Tableau IV: Minéraux et oligoéléments contenus d&pérulina platensisAVINO etal. ,

2000).

Eléments Quantités en(mg/kg de
biomasse séche

Cr 11,3a14,2

Fe 900 a 1176

Mn 554 a 592

Zn 21 a 375

Ca 4320

Cl 4890

K 9000

Mg 670 a 2700

Na 2350 a 4500

P 6700 a 9000
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[.3 Culture de la spiruline

Arthrospira Gpirulina platensisest une micro algue procaryote qui est trés\@dtidans le
monde (BENAHMED DJILALI, 2012).Elle peut étre cultivée emilieu naturel, semi naturel
(ADEL et al. 2014, ou dans des milieux synthétiques contrblés par pmduction a divers
échelle§DANSOU, 2002; JOURDON, 2006).

Lorsque tous les éléments nécessaires a la croessde la spiruline dans un milieu
synthétique sont fournis aux bassins de cultur@awma une bonne croissance, et ces conditions
sont les suivante$t EMKADEM, 2015)

- Bassin atrtificiel;

- Eau et sels minéraux;

- Une source de gaz carbonique qui est nécesskinghétosynthése;

- Le CQ, nécessaire doit se trouver dans le milieu sousdod’ions carbonate (GQ ou
bicarbonate (HC®);

- Une source d azote ;

- Inoculum spiruline (souche);

- Lumiere;

- Une agitation ou une roue a aube pour que Katiilon de la lumiére et les sels minéraux par
les algues soit optimale;

- Température comprise entre 25 a 40°C, et un @ifjba variant de 8,5 a 11.
GO Lumiere Sels minéraux  Température 25° a 40°

Ea l pH8all

BASSIN DE CULTURE

Inhoculum Agitation

Figure 3: Diagramme des flux pour la culture de la spirliCLEMKADEM, 2015)
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I.4 Utilisation de la spiruline

La spiruline est un aliment qui présente un intéétitionnel connu, elle est recommandée
comme complément alimentaire pour lutter contremianutrition. (BENAHMED DJILALI,
2012.

Suite a des recherches génétiques, les scientifique découvert que la spiruline contient
beaucoup d'enzymes, parmi elles trois endonuclédsesestriction. Ces derniéres agissent
comme des ciseaux pour couper I'ADN des microbealesseurs qui pénétrent dans ses cellules
(CRUCHOT, 2008

Il est a noter que I'endonucléases «Bplest spécifique car elle n'est pas retrouvée chez
d autres bactéries, champignons ou algues (QISHE8B.In CRUCHOT 2008

Généralement, ces enzymes sont utilisées danxgésences de recombinaison génétique in
vitro pour introduire des séquences d'ADN dorigirdivers dans des plasmides
(HENRIKSON.R, 2007. In CRUCHOT, 2008



Chapitre Il Généralités sur les margines et lesiles usagées
'

1.1 Margines

[1.1.1  Définition
Les margines sont des effluents liquides, résgdagueux, de couleur brune rougeétre, qui
sont transformées en margine de couleur noirepdtsrouble. Elles sont caractérisées par un
pH acide varie de 4 a 5 (NEFZAQUI, 1987; EROGLUakt2008 ; HACHICHA etal, 2009 ;
YAAKOUBI et al, 2009 ; YALCUK etal, 2010), et parfois elles sont hommées Alpechine.
(RAMOS-CORMENZANA etal. 1995).

11.1.2 Origine

Les margines sont obtenues lors de I'extractiof’tdele d’olive a partir de I'eau contenue
dans le fruit et de I'eau ajoutée au cours du &geyet des étapes de trituration (GALANAKIS et
al 2010). Elles sont généralement composées de ylagicle poussiere ainsi que des petites
guantités de matiere grasse issue du fruit plusnoins abimées. Voire leur faible contenu

organique, ces eaux sont facilement recyclablesipaidécantation simple ou par filtration.

Le pressage de 01 tonne d'olives produit en moyeenk5 tonne de margines avec les modes
de production modernes (BENYAHIA et ZEIN, 2003).

On distingue quatre types d’eaux constituant leggmas a savoir:

»  Eaux de végétation du fruit;
Eaux de lavage du fruit;
Eaux de ringage de trémies de stockage;

Eaux ajoutées au cours du malaxage;

YV V VYV V

Eaux de lavage d’huile.

Les eaux de végétation d’olive constituent 40 a 5686 margines, elles proviennent du fruit
d’olive (NEFZAQUI, 1991). Les eaux de lavage sa@duies de la derniére centrifugation d’huile
suit a un lavage avec une proportion d’eau chaktles représentent I'ensemble des déchets

aqueux contenus dans I'huile d’extraction et dau’ehaude ajoutée.

Les eaux de lavage sont additionnées au déchetdiqgenéré lors de I'extraction dans le

premier décanteur et I'ensemble constituant la marg

10
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Par contre, dans le cas des huileries avec unmsgstontinu a deux phases, ces eaux
constituent le seul déchet liquide et gu'’il n'y aspproduction de margine au cours d’extraction
(BERNOU et BOUCENDALA, 2015).

11.1.3 Composition générale
La composition générale des margines est résumméel@sableau suivant:

Tableau V: Composition des margingSANSOUCY, 1991).

Composant Teneur en pourcentage (%)
Eau 83 -88
Matiéres organique 10 - 15
Matiéres minérales 15 -2
Matiéres azotée totales 1,25 -2,4
Matieres grasses 0,08 -1
Polyphénols 1-15
1.L1.3.1 L'eau

Les margines sont composeées de 40 a 50 % de l&gtal qui provient de fruit (olive) et le

reste constitue I'eau de fabrication ajoutée larpbcessus de trituratigNEFZAQUI, 1987).
[1.1.3.2 Composition minérale

Généralement les margines sont composees de I'Apbiesphate, potassium, magnésium
(KARAPINAR et WORGAN, 1983).

Le tableaw!| présente les teneurs de quelques minéraux prétamda margine.

11
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Tableau VI: La composition minérales des margifled TWIN et al. 1996).

Substances minérales Valeurs (Kg/f
Azote 06a2
Phosphore 05a0,1
Potassium 12 a 3,6
Magnésium 0,05a0,2

[1.L1.3.3 Composition organique

La partie organique des margines présente une tigo complexe constituée
principalement de: Lipides, tanins, sucres, polyjts et autres composées cités dans le Tableau
VII.

Tableau VIt Les substances organiques des margines (FIESTBORJA, 1992).

Substances organiques Valeurs(%)
Lipides 1-14
Tannins 8 - 16
Polyphénols 2 - 15
Polyalcools 3 - 10
Protéines 8 - 16
Acides organiques 3 10

* Polyphénols

Les composés phénoliques (annexe 01) des marginesras divers et leur structure est trés
variable. lls proviennent de I'hydrolyse enzymaégles glucides et des esters de la pulpe d’olive
au cours du processus d’extraction .Leur solubiteadans I'huile est souvent inférieure a celle
des eaux de végétation .Les polyphénols sont iggsfos abondants dans les margines que dans
I'huile (RAMOS-CORMONZANA, 1986). La concentration en cesnpmseés déepend aussi du

temps de stockage avant I'extraction. Plusieursamares ont été identifiés dans les margines.

12
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Les polyphénols identifiés dans les margines sssgiellement : les anthocyanes, la lignine et
les taningBERNOU et BOUCENDALA, 2015).

[1.1.4 Impact des margines sur I'environnement

Les propriétés d’huileries d'olive rejettent lemnsirgines, chargées en matieres organiques et
substances toxiques, dans la nature ou dans uauréged’égouts sans aucun traitement ce qui

détériore le milieu récepteur.

Les margines ont une forte charge polluante, 2Kijvis pressés correspondent a la pollution
rejetée par une personne, donc l'activité des hedeont une influence sur la qualité de notre
environnementSCANDIA CONSULT, 1992).

11.1.4.1 Pollution des eaux

Dans la plupart des cas les margines sont rejel&es des récepteurs naturels (annexe 02)
sans aucun contréle préalable ce qui nuisent lbtéuie ces eaux de surfaces .La forte charge en
matiere organique empéche ces eaux de s’auto-épulamollution peut s’entendre sur de tres
longues distances (BOUB, 2012). En effet, les nmagisont peu dégradables a cause des
substances phytotoxiques et antimicrobiennes @seibntiennent (VASGUEZ, 1978).

11.1.4.2 Pollution des sols

L'impact direct des margines sur le sol estigime de nuisances diverses, leur pH acide, leur
salinité élevée ainsi que leur abondances en catspa®noliques qui provoquent la destruction
de la microflore du sol et induisent des effetdgogs aux cultures végeétales. (FIESTAS, 1981),
ceci entraine la stérilisation du sol et le dédéei de la symbiose entre la microflore du sol et
les plantes(MORISOT et TOURNER, 1986

13
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1.2 Huiles usagées

[1.2.1  Définition

Les huiles lubrifiantes sont des liquides visquaes huiles sont utilisées pour la lubrification
des parties mobiles des moteurs et des machiness ap certain temps d utilisation elles se
dégradent et on obtient une huile usa@éazZOUZI et al. 2014

Les huiles usagées sont définies comme étant dies minérales ou synthétiques, qui sont

devenues impropres a I'usage auquel elles étagstindesDAMIEN, 2009.

[1.2.2 Composition

Selon BLIEFERT et PERRAUD200]), les principales composantes des huiles usagées
consistaient en hydrocarbures aliphatique et aigmgty a également la présence de composeés
organiques et inorganiques tel que le chlore, \d#fs®m le phosphore, le brome, I'azote et de
métaux, comme le zinc, le magnésium, le baryumeeplbmb issus d additifs et de la
contamination en cours de l'utilisation ou I'éliration.
Ces huiles usagées sont de méme nature que les hubtifiants introduites initialement dans le
moteur, ce qui fait la distinction entre les deypes d huiles sont les additifs et la viscositésplu
élevée. (MOHELLEBI etl. 1999).

[1.2.3 Effets des huiles usagées sur I'environnement

Les huiles usagées sont classées comme étant dbstsléangereux, leur rejets dans
I"environnement est interdit (BALET, 2008).
Elles sont tres peu biodégradables et plus léggpred’eau, et ont un pouvoir de couverture de
surface trés considérable. A titre d’exemple, rt Id huile usagée peut polluer une superficie de
1000 nf d*eau (annexe 03) avec des conséquences suivaatksction de I'oxygéne, réduction
de la lumiére dans le milieu) (ADDOU, 2009).

14
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1.1 Traitement des huiles usagées

Elles sont classées en tant que déchets dangéraaxgestion inappropriée de ces huiles peut
avoir des effets significatifs a la fois sur latgaet sur I'environnemerftMOLETTA, 2009. Ces
huiles peuvent étre traitées par régénération fiimage: 3litres d huile usagées donnent 2 litres
d huile régénéréd8ALLET, 2008).

Le schéma ci-dessous nous résume les étapes daspusalu traitement des huiles usagées.

Huile usagée == Filtrage » Centrifugation
Déc;ntatio
Distillation
Huile traitée ‘ Traitement a I'acide

Figure 4: Etapes du processus de traitement. (MAZOUZl2014)
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1.1 Matériel biologique

1.1.1 La spiruline

La spiruline §pirulina platensis)figure 5) dont on dispose est une micro-algueigdiite du
Burkina Faso, elle a une forme de petits granukss sle couleur verte. C'est un produit

commercialisé en France.

Figure 5: Aspect de la poudre de la spirulig&pirulina platensis

1.1.2 Cendres de bois de figuierKicus carica. L)

Ces cendres sont obtenues a partir du bois deefigidfichés du genfécus carica. Lpuis
calcinés dans un four a moufle de type (NABERTHER®bMtroller B 170) & une température de
550°C. Ces cendres (figure 6) sont nécessaires, lpoaulture deSpirulina platensis.Ces
substances constituent une source de sels min@anCa, Mg, S@..), et considérées comme
régulateur de lalcalinité des milieux de cultuneH(>10) (BENAHMED DJILALI et
BENAMARA, 2013).
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Figure 6: Cendres de bois de figuier de la région de Tiz@u

[1.1.3 Margines

Les margines qu on a utilisé sont délivrées parhuilerie traditionnelle au village Takoucht,

commune de Bouzeguéne.

Figure 7: Les margines

[11.1.4  Huiles usagées

La figure 8 présente la photo d huile usagée @glislans notre étude de couleur noire

récupérée dans une station de vidange dans lawrdgiBouzeguéne.

17
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Figure 8: Huile usagée (huile de moteur)

.2 Méthodes d analyses

[11.2.1 Réactivation de la spiruline sur milieu liquide
Pour la réactivation de la spiruline on a besoinbamrbonate de sodium ou bicarbonate

alimentaire.

Figure 9: poudre de bicarbonate de sodium

- Peser 2g puis 5¢g de bicarbonate de sodium alimmentai

- Les deux échantillons sont placés dans deux flachstincts avec 50ml d'eau distillée
chacun;

- Mélanger a I'aide d’'un agitateur magnétique jusaitention d un liguide homogeéne;

- Placer les deux flacons dans un autoclave afiraide fine stérilisation;

- Peser une quantité de 4g de spiruline;

18
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- Dans des conditions stériles absolues, on plate petidre dans un erlenmeyer de 500ml et
on ajoute la solution de bicarbonate 2g dans 50edud distillée pré-stérilisée, ensuite on
mélange jusqu’a obtention d un liquide homogéne;

- Aprés incubation a 37°C pendant 48h;

- On centrifuge, le surnageant est éliminé, le cedbtrécupéré;

- Ensuite le culot est lavé deux fois avec | eau hygique;

- Le culot ainsi obtenu est placé dans un erlenmagés00ml avec la solution de bicarbonate a
5g dans 50ml d eau distillée pré-stérilisée et tals devant un bec bunsen, puis incuber dans
I'étuve & 37°C pendant 72h;

- Aprés incubation, centrifuger et éliminer le sumagt puis laver avec I'eau physiologique, le
culot est récupéré, puis ré-suspendu dans 100ralidphysiologique (inoculumfigure 9,
puis incuber dans une étuve de type (MEMMERT) &37°

Figure 10:Inoculum obtenu apres réactivation de la spiruline

1.2.2 Caractérisation physico-chimique de la poudre de lapiruline

1.2.2.1 Mesure du pH
Le pH d'une solution de spiruline a 4% a été déateéra |'aide d 'un pH métre de type Inolab

préalablement étalonné.
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[11.2.2.2  Dosage colorimétrique de la phycocyanine
La teneur en phycocyanine a été déterminée paric@tie en mesurant |'absorbance DO
a 615 nm et DO a 652 nm de la solution de spiryirgalablement centrifugée a 6000 tours/mn
(JOURDAN, 2006).
On détermine le poids de la phycocyanine selooradle suivante:
Taux de phycocyanine (%)=1,873 x (DO 615- 0,474G3Q) xDIL/C

C : Concentration en spiruline (0,04 g/ml)
D : Facteur de dilution

1.2.3 Préparation des milieux de culture

I11.2.3.1 Préparation de la solution de cendres de bois dgiiier
- Prendre 4g de cendre de bois de figuier, ajoutemlde d eau distillée stérile;
- Porter a ébullition, ensuite filtrer.

A la fin on obtient cette solution (figure 1®)ec un pH = 12.

Figure 11Solution filtrée de cendres de bois de figuier
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[11.2.3.2 Préparation des milieux a base de la solution derdres de bois de figuier,
les margines et |'huile usagée.
e Margine

Une quantité de 100ml de margine a été versée wamrslenmeyer de 250ml, sans ajout de
solution de cendre de bois de figuier.
Une autre quantité de margine a été ajuatd®Oml avec la solution de cendres de bois de
figuier, afin de nous permettre de faire les prégents pour le suivi de la croissance de la
spiruline. Ces deux milieux ont subi une tyndatlma a 65°C pendant une heure durant trois

jours.

Figure 12photo des milieus base de la margine

* Huiles usagées
Une quantité de 100ml d huile usagéété versée dans un erlenmeyer de 250ml, sansdgout
solution de cendre de bois de figuier.
Une autre quantité de d huile usagée a été ajast@@ml avec la solution de cendre de bois de
figuier, afin de nous permettre de faire les prégents pour le suivi de la croissance de la

spiruline. Ces deux milieux ont subi une tyndatima pendant une heure durant trois jours.
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Figure 13Photo des milieux préparés a base d huile usagée

[11.2.4  Culture de spiruline
Une quantité de 10ml d’'inoculum a été ajoutée ajebanilieu déja préparé, et incubé dans

une étuve a 37°C pendant une durée de 14 jours.

111.2.5 Suivi de la culture

1.2.5.1 Mesure du pH

Le pH des deux milieux a été mesuré initialemetyt @vant I'ajout de I'inoculum), puis un
prélevement a été fait tous les deux jours, eHa@té mesuré avec un pH metre de type Inolab
(figure 14).

Figure 24: photo du pH metre de type (Inolab).
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[11.2.5.2 Estimation de la phycocyanine
La DO des cultures a été mesurée a l'aide d untrgpdmtometre de type (VIS-7220G)
(figure 15) a des longueurs d ondes différentes (Gt et 625 nm).

SR

Figure 15 Spectrophotomeétre (VIS-7220G).

[11.2.5.3 Analyse de la composition chimique de la spiruliobtenue (IR)

Les poudres de spirulines obtenues a la fin dauultans les deux milieux (margine et
vidange) ont été analysées par infrarouge.

[11.2.5.4 Rendement en spiruline
On sépare la spiruline des margines par centrifigate type SIGMA (6000 tours/mn), suivi
d'un lavage a l'eau physiologique stérile et I'edistillé plusieurs fois afin d’éliminer les
impuretés (CIFFERI, 1983). Le culot est récupéiié pasé. Pour I'huile usagée la séparation des
deux phases qui sont huile et la spiruline sedaits une ampoule a décanter, ensuite la matiére

fraiche est pesée. Le culot ainsi obtenu est séahg | étuve a 45°C.

Figure 16 Séparation de la spiruline de I'huile usagée ayan d’'une ampoule a décanter.
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[11.2.5.5 Test de I'Activité antimicrobiennes des poudressgauline obtenues

On prépare deux extraits agueux a base des podédrggiruline issues de la culture dans les
deux milieux optimisés a raison de 0,2g dans 1@'sdudistillée stérile. Les deux extraits sont
testés vis-a-vis des souches suivarBsgudomonas; Staphylococcus aurdtscherichia coliet
vis-a-vis du champigno@andidas albicansLes souches ont été fournies par le laboratare d
microbiologie de I'Université Mouloud Mammeri dezFOuzou.

[11.2.6 Recyclage des milieux pour la culture de spiruliné 37°C et a température

ambiante

A la fin de la culture, on réalise un deuxieme eydé culture dans les substances résiduelles
des deux milieux utilisés dans le premier cycle aidture de spiruline et ce en vue une
valorisation totale et dégradation totale des sufzsts organiques par la spiruline.

Un volume de 10ml d’'inoculum a été ajouté dans l0fenchaque milieu recyclé, ensuite on

incube chaque milieu a deux températures (temyrérambiante et a 37°C).

111.2.6.1 Suivi de la culture

Un prélevement a été réalisé chaque deux jour dénmesurer le pH et le taux de
phycocyanine de différents milieux utilisés.

[11.2.6.2 Rendement en spiruline
La biomasse fraiche est récupérée puis lavée &ac physiologique ensuite séchée dans une

étuve a 45°C et peseée.
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V.1 Caractérisation des matiéres premiéres

IV.1.1 Caractérisation physico-chimique de la poudre de spline

» LepH

La spiruline utilisée dans la présente étude ptésen pH égal a celui recommandé par les
normes francaises qui varie entre 7 et 9. Ce pHlialest d0 aux conditions de séchage
appropriées. Cependant ce pH alcalin représente deantages: meilleur absorbance de gaz

carbonique de I'air, et une protection contre l@staminations (JOURDAN, 2011).

» Dosage colorimétrique de la phycocyanine

La phycocyanine absorbe dans une zone allr@ld a 653nm, elle représente un taux de
19,34 + 0,36 % pour 4g de matiére seche. Selorvaleur est supérieure 10% de qui est en
accord avec JOURDAN (2006). La phycocyanine eptgment le plus abondant chez les algues
bleues représentant plus de 15% de son poids (SGUHERS).

IV.1.2  Caractérisation physicochimique des milieux préparg
IV.1.2.1 LepH

Les valeurs du pH des milieux utédis pour la culture sont résumées dans tableau VIII.

Tableau VIII : Résultats du pH des milieux de culture de spiruli

Milieu Milieu a base| Milieu a base de
d’huile usagée + margines + solution
solution  cendres| cendres de bois de
de bois de figuier | figuier
pH 8,89 8,38
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Le pH des deux milieux est convenable pour le dfpmment de la spiruline (FALQUET,
1999).

V.2 Suivi de la culture de la spiruline

IV.2.1  Evaluation de la culture de spiruline dans les mikux a base des margines et

I'huile usagée a 37°C

Tableau IX: Résultats de culture de spiruline dans les milgetrase de margine et huile

usagee a 37°C

Milieux incubés a Milieu a base Milieu a base de
37°C d’huile usagée + margines + solution
solution cendres de cendres de bois de
bois de figuier figuier
pH final 8,33 +0,08 8,13 0,01
Taux de 25+1,03 29+0,91
phycocyanine(%)

D’apres ces résultats, les deux milieux présents# valeurs de pH qui sont presque
identiques. Ces valeurs de pH présentent la limfegieure requise pour le développement de la
spiruline (BENAHMED DJILALI, 2012).

Cette alcalinité est apportée par la solution deliees de bois de figuier qui présente un pH de
12, elle sert aussi comme source de minéraux papituline.

Le taux de phycocyanine est un peu plus importamsde milieu a base des margines, il
représente une valeur de 29%. Selon JOURDAN (2006)y une bonne croissance de la
spiruline le milieu de culture doit contenir unetase quantité de substances minérales tels que:
I'azote, le phosphore, le magnésium, et le potassietc. Généralement, les margines sont
riches en ces éléments minéraux (LUTWINet1996).

La température d’incubation respectée est idéale lpccroissance de la spiruline.

La figure 16, présente la variation du pH et lassance de dans les deux milieux optimisés a
37°C.
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Figure 17: Evolution du pH et de la croissance de la spieutians les milieux a

base des margines (a) et d’huile usagée (b).

D’apres la figurel7, nous constatons que, la samise de la spiruline diminue apres 4jours de
culture dans le milieu a base des margines, plésreprend la croissance apres 2 jours de
culture. Cette diminution est due a I'abaissemernpld du milieu.

Selon JOURDAN (2011), la croissance est influengade pH du milieu.
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Pour le milieu a base d’huile usagée, nous constaassi une diminution de la croissance apres
4 jours, mais I'inhibition n'est pas en relationea’abaissement du pH au contraire on observe
une augmentation du pH. L'inhibition peut s’expkgupar d’autres facteurs citant le cas de
SAGAY (2008), a utilisé le milieu ZARROUK, a pu ntoer que, la variation de la température
peut entrainer des variations dans la croissanckaldgie, dans notre cas cette inhibition de

croissance peut-étre due a des fluctuations daraérature au niveau de I'étuve.

IV.2.2 Evaluation de la culture de la spiruline dans les eux milieux & base de margine et

huile usagée a température ambiante.

Tableau X: Résultat de la culture de la spiruline dans lexdeilieux a base

des margines et I'huile usagée a température atebian

Milieux incubés a Milieu a base d’huile Milieu a base de
température ambiante usagée + solution margines + solution
cendres de bois de cendres de bois de
figuier figuier
pH 7,64 £0,28 7,78 0,35
Taux de phycocyanine 30+0,30 21+£0,30
(%)

Nous remarquons d’apres ce tableau, une baisse pH dans les deux milieux (Figure 18).
Cette chute est due au dégagement dud2@s les milieux de culture par la spiruline loesdpu
respiration est intense (FOX, 1986).

En paralléle, on distingue une forte productiorptgcocyanine dans le milieu a base d’huile
usagée. Cette production est proportionnelle a itanmésse formée dans ce milieu. En
comparaison avec le milieu a base de marginesptiuption est moins importante.

Néanmoins, le milieu a base d huile usagée géneraux de phycocyanine similaire a celui
obtenu en utilisant le milieu préparé a base degimes et cultivé a 37°C.
Nous pouvons déduire ici que, la température ncaéfepas le rendement en phycocyanine

contrairement c’est la composition du milieu.
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Nos résultats coincident a ceux signalés par ADE&Al.e(2014) qui ont cultivé la spiruline
dans un milieu a base des produits du palmieredadtifaible colt dans le climat de I'Arabie

saoudite, la température minimale qui permet Igssemce est d environ 18°C.
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Figure 18 Evolution du pH et la croissance de la spirutia@s les milieux a

base des margines (a) et I'huile usagée (b) a tetypé ambiante.
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IV.2.3 Recyclage des milieux pour la culture de spirulin@ 37°C et a température

ambiante

Les paramétres de culture aprés le recyclage ésuinés dans les tableaux suivants :

Tableau XI: parameétres de culture de spiruline dans les milieayclés a
37°C

Milieux incubés a 37°C Milieu a base d’huileg Milieu a base des

usageée recyclée margines recyclées
pH final 7,32 £ 0,08 7,34 £ 0,09
Taux de phycocyaninel 31 0,26 24 +£0,80

(%)

Tableau XlI: parametres de culture de spiruline dans les milieayclés a

température ambiante

Milieux incubés a T°| Milieu a base d’huile| Milieu a base des
ambiante usageée recyclée margines recyclées
Ph final 8,42 +0,34 7,74 +0,41

Taux de phycocyaninel 24 £ 0,53 20 +£0,49

(%)

On remarque une diminution du pH dans tous leemilrecyclés. Cette baisse du pH peut
étre due soit au manque du carbonate et de bicatddans les milieux ou au dégagement de
CO;, (CHARPY etal. 2008).

Selon HALDEMANN (2004), le recyclage du milieu dwilture posait des problémes de
salissure du milieu de culture. Notamment, la chang matiere organique relative a la filtration,
et aussi un manqgue de bicarbonate dans le milecié

Cependant, dans notre cas il y a eu une producophycocyanine plus moins importante,

notamment dans les deux milieux recyclés tempé&atorbiante. Ceci peut-étre di a la richesse
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du milieu en bicarbonate. Ces résultats confirmgme, la température n’influence pas la
production de phycocyanine.

» Taux de croissance de spiruline dans les deux milie utilisé

Le taux de croissancelfax) de spiruline-est calculé a partir de la droitcée pendant la

phase exponentielle caractérisant la croissance claaque milieu de culture (DO=djt). (Tg

o= Mmax)
Les résultats d¢lmax trouvés sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau XIII: Taux de croissance de la spiruline cultivée dasslieux milieux
optimiseés.

Milieux Hmax (™)

A 37°C A T° ambiante
Milieu & base des | 0,0025 + 0,01 0,0072 + 0,04
margines
Milieu & base 0,0021 + 0,02 0,0092 + 0,01
d’huile usagée

Nous pouvons déduire de ces résultats que, ledawxoissance est affecté par la nature et la
composition du milieu de culture mais non la terapée. Cela confirme nos résultats

précédents.

V.3 Rendement en spiruline

Les tableaux ci-dessous représentent le rendemeanageéres fraiches et seches de spiruline
cultivée dans les deux milieaxT= 37°C et a température ambiante.
Tableau XIV: matieres fraiches et séches des spirulines obtetamnessles deux milieux a base

des margines et d’huile usagée a 37°C.

Température 37°C Recyclage a 37°C

Milieux Milieu a base Milieu a base | Milieu a base Milieu & base de
d’huile usagée | des margines | d’huile usagée margines

Poids en MF | 2,2+0,01 5+0,02 1,8 +0,02 2,1+0,08
gramme MS | 0,22 + 0,03 0,5+0,01 0,81 +0,01 1,63 £ 0,06
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MF: Matiére fraiche de la spiruline.

MS: Matiere seche de la spiruline.

Tableau XV: matiéres fraiches et séches des spirulines olgatares les deux milieux a base

Résultats et discussion
|

des margines et I'huile usagée a température amabian

Température Température ambiante Recyclage a T° anménte

Milieux Milieu a base | Milieu & base | Milieu a base Milieu & base
d’huile usagée| des margines | d’huile usagée des margines

Poids en MF | 1,4+0,01 1,63 £ 0,03 0,5+0,04 1,5+0,02

gramme MS | 0,09 +0,02 0,05 + 0,02 0,1+0,02 0,4+0,01

Les tableaux XIV et XV révélent que, les rendermestt matiéres seches (Figure 21) sont
importants a 37°C pour les deux cas d'utilisatias anilieux soit pour la premiere fois ou

recyclés. En comparaison a la culture dans les ménileux a température ambiante.

Figure 19: photo représentant la matiére seche de la spr@mauche matiere seche issue du

milieu de margine; a droite matiére séche issueuile usagéeoriginalg.

Nous constatons une différence dans la couleuddes poudres obtenues. La couleur de la
spiruline issue des margines est de couleur brameéEt posséde assez de pigments et
d’'impuretés. Par contre, la spiruline issue déwisagée, a une couleur bleu vert ce qui signifie

gu’il y a présence de la phycocyanine qui estlacgode cette couleur.
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IV.3.1 Analyse de la composition chimique de la spiruline

L’'analyse infrarouge d'un échantillon d originelbigique est une méthode qualitative rapide qui

permet de réveéler la présence de certains grougernf@mctionnels caractéristiqguéBENAHMED

DJILALL, 2012).
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Figure 20: Spectre d absorption IR de spirulines issues diésuxia base des

margine et d’huile usagee

L’analyse IR (figure 20) montre une différerdans la position et l'intensité des pics des
deux poudres. Cette différence est attribuée angitions de culture et les propriétés génétiques
des deux poudres.

Les spectres IR montrent une bande caractériséiqB453,49 cil approximativement pour
les deux poudres analysées. Cette bande est édribla structure du groupe hydroxyle (O-H).
L’intensité du pic de la poudre de spiruline cudevdans les huiles usagée est plus importante en
comparaison avec celle cultivée dans les margireeprésence des groupes hydroxyles indique

la teneur en humidité absorbée par les deux especes
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Les spectres IR indiquent aussi une bande carsiitie a 1636 cthapproximative pour les
deux especes analysées. Cette bande est attribaiétracture du groupe carbonyle (C=0) acide
uronique.

L'intensité du pic de la poudre de spiruline cdlévwdans le milieu a base d huile usagée est
plus importante en comparaison a celle issue dieursl base de margine.

Nos résultats ne sont pas conformes avec les aésulti spectre d’absorption IR de la
spiruline burkinabé (souche de référence) realme BENAHMED DJILALI, 2012 car cette
derniere contient les groupements amine, carbaxgligydroxyle et les phosphates. La spiruline
gu'on a obtenu dans les deux milieux contient desigements hydroxyle et carbonyle. On

recommande de les utiliser en agriculture commecsatde carbone.

IV.3.2 Résultats de I'analyse antibactérienne de la spirinle

Le tableau XVI montre les diametres d halo inhdritides poudres de spirulines issues
des deux milieux de culture
Tableau XVI: Diameétre moyen d halo d'inhibition enmm de la poudre de
spiruline (0,2mg/ml, @=7mm, V=2Gl)

Nature de Ig P. Aeruginosa S. Aureus E. Coli Candida
spiruline
Spiruline issueg - 9 5 9

v

du milieu & base
d’huile usagée
Spiruline issue - - - -
du milieu a base
de margines

Spiruline 14 10,66 - -
burkinabé

)4

L’extrait de spiruline issue du milieu & base degime ne présente aucune zone d’inhibition
contre les souches testées.
L’extrait de spiruline issue du milieu a base dedes usagées présente de faibles zones

d’inhibition (9, 5 et 9) et cela juste vis-a-vis tteis souchesS. aureus; E. Colet Candida

respectivement.
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L'extrait de la spiruline de référence inddés zones intermédiaires respectivement (14 et
10,66) vis—a-visP. aeruginosaet S.aureus Cette activité est en relation avec la préseree d

substances actives (phycocyanine).

Figure 21: Photo montrant les zones d’inhibition de la peude spiruline issue du milieu a base

d huile usagée

Candida; E. Coliet S. Aureugde gauche a droite).
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Conclusion générale

Au vu des résultats obtenus, la culture de laupe (Spirulina platensisdans les milieux

margine et les huiles usagées s avere possible.

Cette étude a permis de faire les analyses phgfsimiques de la poudre de spiruline

burkinabés, qui est riche en protéines et en plygrone.

A préciser que I'essai de culture de la spirutlaas les milieux a base d huiles usagée et des
margines avec les cendres de bois de figuiades températures différentes (& 37°C et a
température ambiante) a d@énan rendement en biomasse de spiruline plus immodae ceux

obtenus dans la culture utilisant les milieux rééyc

L'identification des groupements fonctionnels gardes poudres de spirulines obtenues a partir
des deux milieux révele la prédominance pour lesxdespéces des groupes hydroxyles et des

groupes carbonyles.

Enfin la sensibilité des trois souch&sgphylococcus aureus, Candida albicabhEscherichia
Coli), vis-a-vis de la poudre de spiruline obtenue dans leemii base des huiles usagées a été
déeterminée. Il est intéressant d’étudier I'effedudres parametres tels que I'aération, I'agitation
sur la croissance de cette souche. Identifier gguenent, morphologiquement et le profil

protéique des spirulines obtenues.
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Annexes
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Annexe 01 Composition phénolyque des margine (FIESTAS eRBA, 1992).

Composé phénolique Teneur (ng)
Acide 3-hydroxybenzoique 28
Acide 4-hydroxybenzoique 71
Acide 3-hydroxyphénylpropionique 70
Acide 4-hydroxyphénylpropionique 23
Acide 4-hydroxyphénylacétique 234
4-hydroxyphényléthanol 173
Catéchol 234
Acide 3 4-dihydroxyphényléthanol 438
Acide 3 4-dihydroxyphénylacétique 92
Acide 2 3-dihydroxyphénylacétique 16,4
Acide 3 4-dihydroxyphénylpropionique 11,7
Acide 3 4-dihydroxycinnamique 35,2

Annexe 0% pollution des eaux par les huiles usagées



