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Résumé

Notre étude porte sur la recherche eti®sta purification deSpirulina sp. dans différents habitats et
cultured’Arthrospirasp. PCC 8005. Elle comporte deux parties biemndists :

1- Premiére partie : nous avons recherclgémeeSpirulinadans différents habitats et, par la suite procédé
a l'isolement et la purification de ce genre.

La recherche du gerBpirulinaa étéréalisée par des prélevements des échantillons éede sol, a partir
des eaux douces, des eaux salines et des eawaléemte Guelma et de Constantine.

La purification du genré&pirulina a été réalisée par I'ensemencement selon différentes odéth
d’enrichissement, sur plusieurs milieux sélectidsides et solides.

Nous avons remarqué la présence de I'esppiralina subsalsainiguement dans les échantillons d’eau
prélevés a partir des sources thermales de larrégidsuelma.

Nous avons réussi a étudié les caractérephologiques de cette espece, cependant les edsais
purification et de culture n’ont pas permis I'oltien des cultures axéniques.

2- Deuxieme partie : nous avons réaliseulture de la souch@rthrospirasp. PCC 8005 sur différents
milieux de culture.

La croissance de la souchAghrospira sp. PCC8005 a été étudiée a la fois sur des mildassiques
(BG11, "Spir" et Zarrouk), ainsi que sur des mikieubase d’eaux carbonatées prélevées a partsalgses
thermales de la région de Guelma et de Constantine.

Le suivi de la croissance a été fait pamksure de la densité optique. Par la suite noussapmcedeé a
I'extraction, le dosage et la caractérisation deedi pigments photosynthétiques (chlorophylle "a",
phycocyanine et autres pigments).

Nous avons observé que la croissancArtiaospira sp. PCCB8005 sur les différents milieux de culture
classiques (BG11, "Spir" et Zarrouk) est pratiquete@milaire, avec des concentrations en biomafisates
comparables. Cependant la concentration en biontzssele milieu a base d’eau carbonatée de Gugihia (
9.5), est nettement supérieure a celle obtenuel@accarbonatée de Constantine (pH 9.5).

La concentration de la chlorophylle "a"rake a partir de différentes biomasses, varie .d8Ma 1.442
pa/l. Elle est fonction de la quantité en biomasstenue dans chaque milieu de culture.

Les concentrations en phycocyanine extiipartir de différentes biomasses, sont nettesigorieures
dans les milieux classiques que celles obtenues Bage milieux & base d’eaux carbonatées des sources
thermales de Guelma et de Constantine, avec desléapureté allant de 0.5 a4 2.11.

La séparation chromatographique des pigsnerdgus a permis de mettre en évidence la présgmce
xanthophylle dans les cultures sur milieux (BG14arrduk, "Spir", milieu & base d’eau carbonatée @) de

Constantine et milieu a base d’eau carbonatée (pHi@ Guelma).

Mots clés: Spirulina, Arthrospirasp. PCC 8005, culture, phycocyanine, chlorophpligments.



Abstract

The aim of our study was the researchthadpurification of genuSpirulina sp. from different habitats
and culture oArthrospirasp. PCC 8005 strain. It has two distinct parts:

1 - Part one: we have made many researchélse genusSpirulina in different habitats, and later
proceeded to the isolation and purification of tesius.

The research of gen8pirulinawas conducted by taking samples of water and fsoit) freshwaters, salt
waters and thermal waters of Guelma and Constantine

Purification of the genuSpirulina has been achieved by using different methods o€lenent, several
selective media liquids and solids.

We noticed the presence of the speS@rulina subsalsanly in water samples taken from hot springs of
the region of Guelma.

We have successfully studied the morphokigiharacteristics of this species; however figation and
culture tests have failed to obtain axenic cultures

2 - Part two: we realized the culture Afthrospira sp. PCC 8005 on various culture media.

The growth of the strasrthrospirasp. PCC8005 has been studied on both conventioadiantBG11,
"Spir" and Zarrouk), and on based media from caabexhwaters from hot springs of the region of Gaeénd
Constantine.

The growth was monitordry measuring the optical density. Thereafter wec@eded to extract, dosage
and characterization of various photosynthetic @igts (chlorophyll "a" phycocyanin and other pignsgnt

We observed that the growthAuthrospira sp. PCC8005 on different classics media (BG11ir"$md
Zarrouk) is almost similar, with comparable concatibns of final biomasses. But the concentratidn o
biomass in the carbonated water (pH 9.5) of Guesnsgnificantly higher than that obtained with lmanated
water (pH 9.5) of Constantine.

The concentration of chlorophyll "a" extesdt from different biomasses, ranging from 0.75Q.@42u.g/l.

It depends on the amount of biomass produced in ealture medium.

Phycocyanin concentrations extracted froiffiedint biomasses were significantly higher amohg t
classics media, than those obtained with the walffenst springs of Guelma and Constantine, witforapurity
ranging from 0.5 to 2.11.

The chromatographic separation of pigmesats fevealed the presence of xanthophyll in culmeelia
(BG11, Zarrouk, and "Spir", carbonated water (pH)%f Constantine and carbonated water (pH 9.5) of
Guelma).

Keywords: Spirulina, Arthrospirasp. PCC 8005, culture, phycocyanin, chlorophytngents.
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Introduction :

Arthrospira est une cyanobactérie qui se caractérise par dduption d’'une grande variété de
substances intéressantes et principalement desim@std’'une trés haute valeur nutritive. Elle éshe en
protéines (70%) et rentre dans l'alimentation deagees populations d’Afrique, au Tchad et au Nigeus
forme de galettes séchées (Palmont, 1992). Sateétoson utilisation alimentaire ont aussi ét@aiges dans
plusieurs pays a travers le monde (Kenya, Zamliepfe, Inde, Thailande, Mexique et Pérou) (111i870).

Arthrospira recéle aussi d’autres substances plus complexdsrgtle role thérapeutique, a la fois
curatif et préventif, n'’a été démontré que depeisdébut des années 90. Il s’agit essentiellementade
phycocyanine et de certains polysaccharides (D2@5).

Le genreArthrospira se développe naturellement dans les eaux alcaflaesertains lacs en zones
chaudes. Ces eaux sont généralement riches ennetebde sodium (N&O;) ou en bicarbonate de sodium
(NaHCQ;) ce qui leur confere des valeurs de pH compriage € et 10 (Fox, 1999).

Arthrospira se présente généralement sous forme de trichoenevilt, mobile, enroulé régulierement
en spires larges et trés ouvertes (Palmont, 19@6principale source d’énergie Arthrospira est la lumiéere
solaire, et I'élément de base du milieu de culagEle natron. Les régions a climat désertiquedf@ahlgérien)
sont riches en natron et sont donc bien placéesquitiver & grande échellerthrospira.

A Tamanrasset (sud algérien), des mini-fermes cengmt trois bassins agités ont été installées en vu
de la culture deSpirulina (Arthrospira) et depuis, de petites unités de productions sowisagées pour
développer la culture de cette cyanobactérie & Meamaet méme et de la, I'étendre a toute I'AlgéBales,
2004).

D’autres essais de culture Aehrospira ont été réalisés dans d’autres régions d’Algérigarticulierement au
lac d’EIl Goléa. Les premiers résultats sont engraats et montrent que la souche utilisée s’est diaptée
et qu'elle a formée une pellicule verdatre a |dax@ de I'eau et ce apres un mois de culture (Briaéi al.,
2000).



Objectifs du travail :

Nos deux principaux objectifs sont l'isolement deuches deSpirulina d'une part et la culture

d’Arthrospirasp. PCC 8005 d’autre part. Pour ce faire, noussvespecté les étapes suivantes :

1. La recherche du genreSpirulina dans différents habitats :

Préléevement d’échantillons d’eau de surface et ale(saux douces, eaux salines et eaux
thermales).

Ensemencement sur plusieurs milieux de culturestdliquides et solides).

Utilisation de milieux de culture spécifiques eleséfs (en rajoutant des antibiotiques) dans le

but de sélectionner le gergpirulina

2. La culture de la soucheArthrospirasp. PCC 8005 :

Etude de la croissanceAtthrospirasp. PCC 8005 sur des milieux classiques

Etude de la croissanceAtthrospirasp. PCC 8005 sur des milieux a base d’eaux caréesat
provenant des sources thermales de Guelma et daabdne.

Mise en évidence de la production de phycocyanine.

Dosage de la chlorophylle " a ™.

Caractérisation par chromatographie des autresguit;mphotosynthétiques.



CHAPITRE I

Les cyanobactéries
filamenteuses




1. Introduction :

Les cyanobactéries sont des procaryotbesosynthétiques capables de synthétiser la gtiigiie en
utilisant le HO comme donneur d'électron qui méne a la produatiorygéne. Ce sont également les seuls
procaryotes a réaliser la photosynthése oxygéngjomglairement aux algues et les plantes supérse(Mary,
2003).

Leur longue histoire évolutive est coésée comme une des raisons pour le succes desbaya@ries
dans beaucoup d'habitats méme les plus extréndesmeteur grande tolérance écologique (Ballot, 2004

Les cyanobactéries présentent une tasdg diversité morphologique, elles peuvent étiealiulaires
ou filamenteuses, regroupées en colonies, ou souefisolée.

Une prolifération importante de certair@yanobactéries filamenteuses est généralemeoinaagnée
d’écumes facilement observables en période d’afipaude fleurs d’eau ou blooms.

Les principaux genres des cyanobadédil@menteuses responsables de I'apparition dessfld’eaux
sous les conditions favorables sominabaena Anabaenopsis, Aphanizomenodkrthrospira, Oscillatoria,
Nodularia, Nostocet Planktothrixet dont certaines especes peuvent synthétiserydestoxines responsables
de plusieurs intoxications animale et humaine (De&907).

Peu d’études ont été réalisées sucyansobactéries filamenteuses, autres Atthrospira, en vue de
l'utilisation alimentaire pour 'homme, sans dop@ manque de traditions culinaires et en raisodiffieultés
techniques.

Microcoleus chthonoplastegoue un role fondamental dans I'exploitation desrars salants en
constituant une couche multistratifiée et épaissepldsieurs millimetres recouvrant le fond des ipasst
permettant la récolte du sel sans mélange aveade; Va culture dRivularia mesentericpourrait aussi étre
intéressante a tenter dans la mesure ou, dangueepaon développement est tres rapide; de nigmegbya
majuscula qui forme des touffes atteignant plusieurs ceetligs, devrait aussi constituer un bon matériet pou

'aquaculture (Site web1l).

2. Morphologie des cyanobactéries filamenteuses :
En fonction de leur complexité, les mybactéries filamenteuses présentent plusieurs typkulaires
(figure 1) :
> Les cellules végétativesont des formes variées (rondes, ovoides, oblongues
guadratiques) et avec un contenu cellulaire hom®gaum non, avec ou sans vacuoles a gaz. elles son

responsables de l'activité photosynthétique eadmitrition carbonée de l'organisme.



> Les hétérocystesont des cellules a parois épaisses, habituelletrarslucides, qui se
rencontrent chez certaines cyanobactéries filarneate (dites hétérocystées). lls sont le site diixdion
d'azote et se forment a partir des cellules véigétaen conditions limitantes d'azote.

L’hétérocyste est caractérisé par la présence dele® polaires aux points d'attache aux cellulggtatives et
suivant les espéces on rencontre des hétérocydtzsalaires et/ou terminaux. Les hétérocystes graudtre
circulaires, ovales, triangulaires, carrés ou regidaires

> Les akinetessont desspores immobiles produites chez les formes filapesgs
hétérocystées. Elles sont résistantes aux consliiéfavorables et demeurent viables sur de longéesdes.
On les distingue par leur grande taille, leur fordeeir pigmentation modifiée et la présence de nmemb
granules cytoplasmiques.

Les akinétes peuvent se former n’ importe ou sdildenent. On observe cependant souvent une latadis
préférentielle au voisinage des hétérocystes.

» Les ramificationson distingue deux grands types de ramifications zches
cyanobactéries filamenteuses ; les fausses ratmfitsaet les vraies ramifications.

» Les hormogoniessont des formes de multiplication asexuée chez certaines
cyanobactéries filamenteuses. Ce sont de groupeltides qui s'échappent a lI'extrémité de la gaiee
certaines formes de cyanobactéries filamenteusegiorésultent de la germination d'akinetes et pateétre
mobiles ou immobiles.

» Les gainesqui peuvent étre minces, épaisses, lamellairetiffuses.

» Autres structures :

« Le calyptraest une formation épaissie a l'extrémité de cwtaiformes
filamenteuses
* Le necridium est une structure formée a partir d'une celluletengui constitue un

point de fracture du filament (Site web 2)
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3. Biotope :

Les cyanobactéries filamenteuses sqrtériées dans la plupart des habitats; ellesmesentes dans
tous les pays du monde et en tous lieux, aussidaas les milieux aguatiques que dans les mili@sediques
(Silvanqg 2005).

Les eaux douces sont dominées par laeobactéries filamenteuses possédant des vésitelgsz
(Anabaena flos-aquae, Anabaenopkigmgbya, et Anabaena discoidea

Les lacs alcalins des zones tropicatesubtropicales sont dominés par une communautguanies
cyanobactérie caractérisée par un développemessiimat la formation des blooms de cyanobactéries
filamenteuses ; représentés principalement paespgces suivantegrthrospira fusiformis Anabaenopsis
abijatag Anabaenopsis arnoldet Anabaenasp.

Les sources chaudes de plusieurs emgroents mondiales sont colonisées par les cyarehesct
filamenteuses thermophiles appartenant aux gen@adathrix, Oscillatoria, Phormidium, Pseudanabaena,
SynechococcuS$ynechocystist Spirulina.

Les membres de deux genreékormidiumet Synechococcusont communément fréquents dans ces
habitats thermiques (Ballot, 2004).

4. Classifications bactériologique et botanique

Les cyanobactéries sont reconnues aidaphr le Code International de Nomenclature Bqtanet par
le Code International de Nomenclature Bactériologiq

Le premier se base essentiellementesardde de reproduction et la morphologie tandislgs=cond
est fondé sur des criteres physiologiques et g@imigs de cultures pures.

Ces deux classifications reconnaissaperdant les mémes sections ou ordres (tableau [Bse
divergences résident essentiellement au niveatagess inférieurs (espéeces).

Il existe ainsi cinq ordres divisés dngt sept familles qui comportent cent soixante gdares de

cyanobactéries (Thomazeau, 2006).

Tableau 1 :correspondance des deux systemes de classificgayanobactéries

Description Classification Classification
botanique bactériologique

Formes unicellulaires ou coloniales, | a
multiplication par fission binaire et/qu Chroococcales section |
formation d'exospores

Formes coloniales a multiplication par fissi
multiples formant des baeocytes.

n .
cn sPleurocapsales section I




Tableau 1 (suite):

Description Classification Classification
botanique bactériologique
Formes filamenteuses unisériées, fion
hétérocytées, sans ramification, a divigonOscillatoriales section llI
cellulaire perpendiculaire a I'axe du trichomg.
Formes filamenteuses a différenciatfpn
cellulaire (hétérocytes et akinetes), a divigjon .
. ' Nostocales section IV
cellulaire dans un seul plan
Formes filamenteuses a différenciatfpn
cellulaire (hétérocytes et akinetes), présentant
des ramifications (vraies ou fausses), a divigioBtigonematales section V

cellulaire dans plusieurs plans




CHAPITRE 11
Les Oscillatoriales




1. Définition :

L'ordre des Oscillatoriales regroupe les cyanob#dé filamenteuses qui présentent différentes
caractéristiques : division par fission binaire glan seul plan, avec production de cellules véigés(formes
filamenteuses homocystées), absence des hétémcysteakinetes, présence de gaine ou de fausses
ramifications chez certains genres, chez d’autesidthome peut étre enroulé en spires ferméesuvartes,
certaines formes de cyanobactéries se reproduiggétativement par la formation d’hormogonies (gede
cellules mobiles libérées du trichome), granddketadu génome (2.14-5.19 x°idaltons).

Les membres du sous-groupe 3 sont frégudans des habitats trés divers ; ils sont pteserssi bien
dans les milieux aquatiques (des eaux douces auwx marines) que dans les milieux terrestres fotrdas
crodtes et des touffes.

Les blooms des sources chaudes de cestaiyanobactéries de ce sous-groupe se développded

températures d’environ 62 °C, les relations de sgsgsont rares (Castenholz, 2001).

2. Clé d'identification des genres :
L’ensemble des genres appartenant aus«gooupe 3 est subdivisé et présenté comme suit :
I-Trichomes non cylindriques (aplatis ou avec seciidrois branches)
A- Trichomes aplatis (section ellipsoidalgenreCrinalium
BT richomes avec section a trois branchgsnreStarria
[I- Trichomes cylindriques
A- Trichomes enroulés en hélice ouverte ou ferme
1-Trichrome en hélice presque fermé, parois cellegafines et invisibles sous microscope
optique :gene Spirulina
27richome en hélice ouverte, parois cellulairesblé&s sous microscope optiqugenre
Arthrospira
BFrichomes droits ou Iégerement sinueux sur uneepaut trichome
1-Trichomes souvent engainés, immobiles (certaindysent des hormogonies)
» Deux ou plusieurs trichomes par une seule gaieared/icrocoleus
» Un seul trichome par gaine, les hormogonies sorbilesx genrelLyngbya
(incluantPorphyrosiphon, Phormidium).
2-Trichomes souvent mobiles, pas de gaine persistante
» Absence (1/8 de diametre du trichome) de congiristintercellulaires ou tres
faible : genreOscillatoria et Trichodesmium.
» Présence des constrictions intercellulaires, ptésénl/8 de diamétre du

trichome genréseudeanabaena (Castenholz, 2001)



3. Les genredArthrospira, Spirulina et Lyngbya :
3. 1. Ecologie et habitat :

Le genrdrthrospira se trouve naturellememians les eaux marines, les lacs alcalins, contehan
carbonate de sodium (M20Os3), ou du bicarbonate de sodium (NaH{QFox ,1999) .Certaines formes sont
planctonigues par la présence de vésicules dedgarres sont benthiques sans vésicules de gazef@ez,
2001).

Les lacs alcalins-salins des zones ¢edps et subtropicales sont connus par la formates blooms
caractérisés par une population massive unicyametic d' Arthrospira fusiformis (Syn. : Spirulina
fusiformig (Ballot, 2004).

Le genrdyngbya est fréquent dans les eaux douces a cours lenteswases du fond des rivieres
tranquilles et sur les parties immergéees des @aadeaatiques, sur les roches humides ou I'eates@et genre
Lyngbyacontribue aussi a donner a certaines vases dgagrantes leur odeur particuliére, il communique
aussi le " godt de vasaux poissons d'eaux douces au d'eaux quelquesaumases. Certaines especes
supportent bien les variations de salinité commeegample Lyngbya astuarticar elle vit indifferemment en
eau douce, salée au saumatre (Ozanda, 20@@pns enfin qu'il existe des espéces qui habiemteaux
chaudes et d'autres les eaux tres froides (Feldetaain 1978)

Le genreSpirulina se trouve fréquemment dans les eaux douces, eatiResiaeaux hyper-salées
(Castenholz, 2001), ou dans certaines sourcesxd@saudes a des températures supérieures a 50allot(B
2004).1l est abondant ausdiansles eaux natronées (lltis, 1970), mais il peut atissi terrestre pendant les
périodes de sécheresses (Castenholz, 2001).

Sous des conditions favorables le g&piulina peut former des populations benthiques tres denses
(Ulrich et al.,2000).

Caractéristiques et aspects phénotypiques :

Le genrérthrospira regroupe les microorganismes filamenteuses éhames bleu-vert, mobiles,
enroulés régulierement en spires larges et tréerteg/ parois intercellulaires facilement visible sous
microscope optique, absence d'héterocyste, pouteusésicules de gaz pour atteindre la lumiere paur
photosynthése, phototrophes obligatoires, parésispires au centre du trichome sont plus rappesché’aux
extrémités, avec un diametre de spire plus petiesutre et aux extrémités (planche 1). Les spieesgnt étre
espacees regulierement avec un diameétre constdieouelaxées de sorte a former un filament prestyait,

il peut y avoir peu de spires (une a trois), ouuceap (plus de cent), le diamétre des cellulesevdei 3.5 a
11u, le diametre des spires de 20 a 100u (Fox,)1999

La forme hélicoidale du trichome, obabte uniguement en milieu liquide est caractépistidu genre

Arthrospira, mais les paramétres de I'hélice (épaisseur, lamywarient selon les espéeces (Richmond, 1986).



Le genreSpirulina regroupe les cyanobactéries filamenteuses prédelgsncaracteres suivants :
trichome en hélice presque fermée, paroi interizetki fine et invisible sous microscope optiquesaire de
gaine visible, absence d’hétérosyste, diametrerideotme del a 5um (planche 2), mobilité permaneate
rotation, multiplication par simple fission bingiluleur variable ; de bleu-vert & rouge chetagegs espéces
marines a cause de la présence de la phycoéryttoinene principal pigment , taille du génome (2GBY
daltons) (Castenholz, 2001).

Le genrdyngbya regroupe les cyanobactéries filamenteuses, en®ut@&me gaine persistante, le
diametre du trichome varie de 1um a 80um, les lesllsont nettement plus courtes que larges (plaBgHa
taille de génome dans une souche de référenceeesB8 x 10°, la multiplication se fait par fission binaire
dans un seule plan, absence de vésicules de gambidité concerne essentiellement les fragmentstsalu
trichome sans gaine libérés du trichome et apgedésiogonies. Ces hormogonies peuvent étre confendue
avec le genr®scillatoria jusqu’a production d'une nouvelle gaine d'ou laessité d’une longue période de
culture; en général les espéces avec des gainesépaont difficiles a isoler et, sur agar la patdn des
hormogonies mobiles n'est pas assurée. Enfin & estter que ; comme le geringngbyaaa été peu étudié en

culture; sa physiologie est moins connue (Casten20i01).

4. Le genreArthrospira:
4. 1. Historique :

Arthrospira, bien que déja décrite par Wittrock et Nordstedtl844, ne fut vraiment redécouverte
gu'en 1940 au Tchad par un botaniste francais du de Dangeard. Les Kanembous, tribu du Tchad, la
consomment encore de nos jours sous le nom de Digguis, on a su par les archives mexicaines que
Arthrospira était aussi consommée du temps des Aztéques (Fa9@6), bien avant I'arrivée des Espagnols,
sous le nom de Tecuitlatl. Depuis la mise en ptieda culture en masse des microalgues a la firadeées
50, elle connait un regain de popularité pourr@ntation humaine.

Cependant, cette cyanobactérie iastasimple curiosité avant le 7éme congres du leém 1967 a
Mexico, a I'occasion duquel des chercheurs detitimsFrancais du pétrole rendirent compte de léxagaux
sur Arthrospira qui jusque la sont restés confidentiels. Ce fut l'origine de sa premiére
exploitation industrielle, en 1976, par la socit&sa Texcoco basée au Mexique. Depuis, plusietnspeises
se sont implantées un peu partout : Siam Algae @ognp Bangkok en 1979, Earthrise farm aux Etats-@ni
1983 (le plus gros producteur actuel), Cyanoteclp@ation & Hawali, etc. En 1995, il existe une tamg
d’exploitations industrielles dans le monde (FO399), et actuellement, leur nombre avoisine lataiee

La premiére culture artisanale Atghrospira méritant vraiment cette appellation revient saoste a
Fox Ripley qui fut le premier a lancer cette at¢éiven Inde en 1973, en collaboration avec le Navsar

Agricultural College .



Depuis, maints progres ont été faits pour permettraméliorer son exploitation dans toutes lesorégidu
monde, a petite échelle (Fox, 1999).

4. 2. Arthrospira platensis:

L’existence au Tchad de la Cyanophyééthrospira platensisutilisée dans I'alimentation humaine, a été
mentionnée pour la premiére fois par Dangeard temextraits des proces verbaux de séances deciét&o
Linnéenne de Bordeaux en 1940 (lltis, 1970). HgsSsait d’échantillons séchés sans indicationededxact de
récolte. Cette algue bleue a été ensuite trouné@gande quantité dans les petits lacs et margstaires du
Kanem (Tchad) ; Compere (1967) a aussi détermm@eéisence de cette espece dans les lacs Katabg Ejo
Yoanou elle forme des peuplements trés denses.

Signalons que des soucheArttirospira platensis(déterminées par erreur sous le nomSgérulina
maxima(Geitler) ont été récoltées dans le lac de Rompoés de Mao (Kanem) pour I'Institut Frangais du
Pétrole et ont fait, I'objet de culture en milietifeciel et d’essais de production industrielleagfouk, 1966).

Dans le reste de I'Afrique, cette Cydmgpge a été observée au Kenya, en basse Egyp@orayo-
Kinshasa, en Zambie et en Ethiopie

En dehors de I'Afriquérthrospira platensis été observé aussi en Israél dans le lac deiddlecou il
atteint de fortes densités de peuplement, ainsdgue des étangs de pisciculture de la vallée dddm (lltis,
1970).

* Origine de la soucheArthrospira sp. PCC 8005 :

L'origine précise dérthrospirasp PCC 8005 n'est pas connue. Cette souche appartiengroupe de
4 souches isolées d'Inde, du Kenya, du MexiqueuePérou puis déposées aupres de la Collection de
Cyanobactérie de l'Institut Pasteur (PCC) par leJeeji-Bai en 1980. Malheureusement, le cahieter@mt
les informations relatives a ces souches a étéeup@Rippka, communication personnelle). Néanmoias, |
séquence ITS de la souche PCCB8005 est identigekeadtune autre souche indiene {ndicg qui fut donnée
plus tard par le Dr. Jeeji-Bai_a Scheldeman (Sarehhet al.,1999)

La confusion entre les deux noArthrospira et Spirulina est due a la décision d'unifier les deux

genresArthrospira Stizenbergeet Spirulina Turpin sur la base de leurs trichomes en spirale (Geitler

1932).Néanmoins la "vraiéSpirulinan'est pas affiliée au gentethrospira (Nelisseret al.,1994).

4. 3. Cycle de vie :

Le cycle de reproduction Aethrospiraen culture au laboratoire est plutdt simple ;nichbme mar est
divisé en plusieurs morceaux a travers la formatlencellules spécialisées appelées nécridies dpissant
elles méme une lyse, donnant lieu a une séparatiatisques biconcave (figure 2).

La fragmentation du trichome au niveas décridies produit plusieurs chaines de cellulssantes et
courtes (deux a quatre cellules) appelés hormoganieva se déplacer a travers le filament pategtta

donnant naissance a un nouveau trichome.



Les cellules dans I'hormogonie perdest pertions attachées des cellules nécridiales eiemeent
arrondis avec des parois non épaisses. Pendamb@espus, le cytoplasme parait moins granulé atelbdes
d’'une couleur bleu-vert pale. Le nombre de celldass I'hormogonie va augmenter par division calial
pendant que le cytoplasme devient granulé, etdibsles apparaissent d’'une couleur bleu-vert bridaPar ce
processus ces trichomes assument parfaitementnige foélicoidale typique du genre et assurent lssance
et la dispersion de I'organisme (Ciferri, 1983).

o Wi
- ailip

&~
| |
HORMOGOMIA

Figure 2 : cycle de vie derthrospira sp. (Ciferri, 1983)

4. 4. Mobilite :

Les filaments Arthrospira sont motiles, se déplacant souvent par des mouusree vrilles a plus de
5u par seconde (Fox, 1999)
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Planche 1: différentes morphologies deArthrospira sp. (d’aprés Geitler, 1932)




5. Le genreSpirulina:
5. 1.Spirulina subsalsa :

Espece la plus connue, a 'oeil nu, gs@nte sous forme de masses étalées, érugineused @unatre,
ou de filaments mélangés a diverses autres espeoasie Lyngbya aestuari{Thajuddinet al., 2005). Sa
couleur varie beaucoup en fonction de lintensig ld lumiére ; on observe une certaine adaptation
chromatique puisque les populations sont souvesu-bért clair dans les milieux peu profonds avettefo
intensité (sans doute par prédominance de phycow)aalors qu’elles prennent une teinte rouge aunire
guand elles se développent plus profondément (gaslgmétres) en raison de la prédominance de
phycoérythrine (Tomaselét al., 1995).

Sous microscope, elle se présente feoosefilamenteuse avec trichomes étroitement enroulé&alép
présentant les caractéres suivants :non ramifigs da&térocyste; sans gaine visible mais sécrétaat d
polysaccharides formant souvent une masse difyeéppiquement spiralé, mobile et se vrillant denmilieu
et le degré de spiralisation, tres variable, est-pe en relation avec la salinité: les spirasisat d’autant
plus serrées que la salinité est plus élevée (&#e 1), ne montre pas de parois cellulaires trenssies
visibles au microscope optique; d'un diamétre géleénent de 1 a 2 um ;diamétre des spires de 3-5lgm
trichome se multiplie par simple fission binairéaxe du filament est sinueux (Castenholz, 2001).

Spirulina subsalsae classe parmi les espéces de cyanobactériggtipldenent toxiques puisque une
toxine a était révélée présente mais non identffiégi et al.,2006).

A ce jour, seul8pirulina subsalsa été analysée et considérée comme un alimentbpogsiur les
humains (Fox, 1999), mais ne semble pas encoreegpitée industriellement tant dans I'alimentatio
humaine ou animale ou méme comme matiére premigue @n extraire des pigments (phycocyanine en
particulier).

« Distribution : Spirulina subsalsa une grande distribution écologique ; dans leg saumatres, eau
de mer et les sources chaudes (Fox, 1999). Espaoaopolite présente en Afrique : Maroc, Algérienibie,
Libye, Tchad, Gabon, Zaire, Tanzanie, Mozambiquggée du Sud, Madagascar (Compére, 1974).

5. 2.Spirulina platensis:

C’est I'espece la plus frequemment témidans les eaux a forte teneur en sel (lltis, 1@#aghgminget
al., 1999) . Elle atteint des densités considérablesul prenant alors un aspect de ‘soupe verte’ tres
caractéristique. Poussée par le vent, elle formerig des rives une sorte de pate verte contenaquja 40
grammes d’algues séchées par litre (Léonard, 1968).

La variabilité morphologique de cettpéxe a été étudiée pour la premiére fois par RieB1l), a
partir d’échantillons des lacs de la Rift Valleyl&enya : « largeur du trichome 6 a 11um, longuesr ackllules
2-10um, séries de granules entre les cellules,ipamtre les cellules, extrémité du trichome sotiven
légerement atténuée ; largeur des spirales venilieu 36-60um, entre spires 15-16um, ce qui cpoed a la
description originale dArthrospira platensigFox ,1999)



Plusieurs auteurs (Compeére, 1974 ; Fox, 19@8ngminget al., 1999) mentionnent qu8pirulina
platensiset Arthrospira platensissont une méme et seule espéce .

5. 3. Autres espeéces :

Le genreSpirulina regroupe d’autres espéces dont leurs descriptibtes @istribution géographique
sont présentées dans le tableau 2 :

Tableau 2 distribution géographique des différentes espeaegedreSpirulina(Compére, 1974).

Especes Distribution _géographique
Spirulina corakiana Australie, en Afrique : Maroc, Tchad (Ennedi, Kanem
Spirulina labyrinthiformis || Maroc, Algérie, Tunisie, Libye, Tchad
Spirulina major Maroc, Algérie, Tunisie, Egypte, Tchad, Zaire, Kanyanzanie
Mozambique, Natal, Transvaal, Madagascar.
Spirulina subtilisima Maroc, Algérie, Libye, Egypte, Tchad (Kanem), Zaikenya,
Tanzanie, Afrique du Sud.
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6. Le genreLyngbya :
6. 1. Toxicité:

Des alcaloides dermatotoxiques, ont @aicontrées chez les cyanobactéries marines igaaghdu
genreLyngbya((Mynderseet al.,1977). La présence de ces toxines en eau de masque, chez le baigneur,
des allergies et des irritations séveéres, lorsgjuéntrent en contact avec les filaments, ils aaugassi des
irritations cutanées, oculaires, respiratoires. tGemes se sont également révélées étre de ptagsamoteurs

de tumeurs (Fujiket al, 1990). En revanche, en eau douce, aucune dexiass n’'a été identifiee jusqu’'a nos

jours.

D’autres cyanobactéries du gelnyagbyaont été a I'origine de dermatites et

intestinales chez 'hnommgEardellinaet al.,1979) .

6. 2. Différentes espéces :

Le genréyngbyaprésente plusieurs espéces présentées dansdauabl

Tableau 3 distribution géographique de différentes espécegenrd.yngbya(Compere, 1974).

Especes

Distribution géographique

Lyngbyaaerugineo-coerulea

Lyngbya bourrellyana
Lyngbya diguetii
Lyngbya epiphytica
Lyngbya foveolarum
Lyngbya limnetica

Lyngbya hieronymusii
Lyngbya major
Lyngbya martensiana

Lyngbya retzii
Lyngbya versicolor

Maroc, Algérie, Tunisie, Egypte, Tchad, Cameroungéla, Tanzanie,
Mozambique, Natal, Afrique du sud, Madagascar.

Algérie, Tunisie, Egypte, Zaire, Tanzanie, Tchad.

Maroc, Guinde, Zaire, Gabon, Tchad

Maroc, Tunisie, Tchad, Gabon, Zaire, Tanzanie.

Maroc, Algérie, Tunisie, Tchad, Tanzanie, Mozamkiqu

Maroc, Algérie, Tchad, Gabon, Zaire, Tanzanie, NMazigue,
Transvaal

Maroc, Gabon, Zaire, Tchad.

Algérie, Tunisie, Egypte, Tchad, Afrique du sud.

Algérie, Tunisie, Guinée, Mali, Tchad, Gabon, ZairAngola,
Mozambique.

Maroc, Algérie, Mali, Tchad, Madagascar, Réuniomukice
Madagascar, Réunion, Maurice, Tchad, Tanzanie, lango

d’inflamroas gastro-
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Planche 3 : différentes morphologedeLyngbya sp. (d’aprés Compére, 1974)



7. Phylogénie moléculaireArthrospira et Spirulina) :

Pour l'identification des cyanobactérdésa 100 génes dans le génome peuvent étre sitiiigéme des
marqueurs phylogénétiques. Un des genes les @trsigtifs est le gene 16S rRNA ; car il est unieesnent
présent dans les cyanobactéries et a une fonatimsecvée.

Des études phylogénétiques utilisant siggiences du géne 16S rRNA ont montré que beawmup
genre de cyanobactéries unicellulaires filamentensa hétérocystées sont probablement polyphykdigtine
peuvent pas étre regroupés comme un taxon natuedles que les genres hétérocystés forme un groupe
monophylétique (Ballot, 2004).

La différentiation du genfathrospirades autres genres surtout le ge®peulinan’a pas était toujours
évidente, en raison de l'incorrecte unification desix genres par Geitler (1932). Plusieurs étudsgds sur
des caracteres phénotypiques comme : parametriéisétiee (épaisseur, longueur), taille du trichonpayroi
cellulaire, structure du membrane cellulaire, wéleis de gaz... etc., ont montré I'existence de difiées entre
les deux genres mentionnés précédemment (Desikach@®9 ; Hindak, 1985 ; Guglielmet al., 1993 ;
Tomasellj 1997). En plus des analyses génétiques plus escbatées sur le gene 16S rRNA réalisées sur deus
souches d@rthrospira (PCC 7345 et PCC 8005) en comparaison avec une aouche du geni®pirulina
(PCC 6313) (Ballot, 2004), ont révélé que le gelmtlarospira est tres éloigné du geni@pirulina (Nelissen
et al, 1994 ; Manenet Falquet2002 ; Litvaitis, 2002) et la séparation entre cEsux genres a été acceptée
dans leBergey’s Manual of BacteriologfCastenholz, 2001)Il est important de préciser cette confusion car le
genreArthrospiraest largement commercialisé sous le nom de ‘Spautomme supplément alimentaire pour
les humains et les animaux (Muhliagal.,2006).

D’autres études basées toujours sgee 16S rRNA réalisées sur les soudkdisrospira fusiformis
et Arthrospira maximamontrent une ressemblance a 00 Une autre ressemblance de 99.7% entre deux
autres souches Aithrospira (PCC 7345 et PCC 8005). D'aprés Castenktlal.,(2001) de telles hautes
similitudes font que toutes les souches du gAntterospirane sont probablement que des représentants d'une
seule espece (Ballot, 2004) et sans doute pdelemriétés d'une méme espece dont le nom scipdifest

Arthrospira platensigFalquet, 1996).

8. Composition biochimique deArthrospira :
8. 1. Protéines :

Les protéines représentent entre 50 &t @0 poids sec, ces valeurs sont tout a fait eiaaptlles,
méme parmi les micro-organismes. D'un point de qualitatif, ces protéines sont compléetes, car tess
acides aminés essentiels figurent, ils représed&¥it du poids total des protéines (Bujatdl.,1996). Parmi
ces acides aminés essentiels, les plus faiblenegmésentés sont les acides aminés soufrés (méthi@ti
cystéine) (Aychuniet al.,1996 ; Clémengt al.,1967 ; Bujarcet al.,1996) .

8. 2. Lipides :



* Lipides totaux :

En totalité ils représentent moinsl0&o du poids sec (Bujaet al.,1970) .Ces lipides totaux peuvent
étre séparés en une fraction saponifiable (83%aetfraction insaponifiable (17%) contenant essélathent
des paraffines, des pigments, des alcools terpésigudes stérols (Clément, 1975 ; Santillan, 1974

* Acides gras :

L'acidey- linolénique représente chéathrospira platensisA0%, soit environ 4% du poids sec de
spiruline ; de ce faitArthrospira peut étre considérée comme une des meilleuresesoapnnues d’acide-
linolénique, apres le lait humain et quelques Iswiégétales peu courantes (Ciferri, 1983).

D'autres acides gras essentiels &gaiement présents, comme l'acide linoléique, (12%). Notons
aussi une forte proportion d'acide palmitique, l6@viron 25%. Quant aux sulfolipides tels que les
sulfoquinovosyl-diglycérides (5% de la fraction eaffiable), ils suscitent actuellement de nouvelles
recherches depuis qu'une activité protectrice eohitifection des cellules par le VIH leur a été&ibtiée
(Gustafsoret al., 1989). A noter encore l'absence d'acides graombre de carbone impair (Clément, 1975)
et une trés faible teneur en acides gras a chagmei§iées (Bujardet al., 1970), deux types de lipides non
métabolisables par les animaux supérieurs.

8. 3. Glucides :

Les glucides représentent entre 15 & @8 la matiére seche. Les glucides simples somtesrfaible
guantité (glucose, fructose et le sacchardssgentiel des glucides assimilables est cogstitupolyméres tels
que :

» glucosanes aminés (1.9% du poids sec)
» rhamnosannes aminés (9.7%)
= glycogéne (0.5%) (Quillet, 1975).

Du point de vue nutritionnel, la seuldstance glucidique intéressante par sa quantizAutthrospira
est le méso- inositol phosphate qui constitue woelkente source de phosphore organique ainsi Gpesdol
(350- 850 mg/kg mat. seche) (Challetal., 1981 ; Nipporet al.,1977) . Les polysaccharides présentent de
multiples intérétshérapeutiques, notamment dans la stimulation desnismes de réparationlteDN (Pang
et al.,1988), dans son effet radio-protecteur et dans la nidten des radicaux libres (Qishenhal., 1989 ).

8. 4. Acides nucléiques :

Les acides nucléiques représentent@lé% de la matiére seéche. La proportion d'ADN sefan quart
a un tiers par rapport a 'ARN. La teneur en acidesléiques deérthrospiraest trés inférieure a celle de la
généralité des unicellulaires (Ciferri, 1983).

8. 5. Vitamines:

» Béta-carotene (provitamine A) :



Le R-caroténe représente 80% des caniokém présents dar&rthrospira le reste étant composé
principalement de physoxanthine et de cryptoxastiiHallaet al.,1969). On trouve entre 700 et 1700 dgy
3-caroténe et environ 100 mg de cryptoxanthineip@de spiruline séche.

» Tocophérols (vitamine E) :

De 50 a 190 mg par kilo, (Challeet al., 1981), (Nippon et al., 1977), teneur comparable a celle des
germes de blé. Les besoins quotidiens en vitamirgeraient de 15 U.l. (Guyton, 1986) soit 12 mg de
tocophérols libres.

» Vitamines du groupe B:
Bien que moins riche que la levure @amines du groupe B (B12 except@xthrospira constitue

pourtant une bonne source de ces cofacteurs (tadd)ea

Tableau 4 teneur en vitamines (Falquet, 1996).

Vitamine Teneur (mg/kg) Besoin/jour (adulte)
Thiamine (B1) 34-50 1.5 mg
Riboflavine (B2) 30-46 1.8 mg
Pyridoxine (B6) 5-8 2.0 mg
Cyanocobalamine (B12] 15-20 0.003 mg
Niacine 130 20 mg
Folate 0.5 0.4 mg
Panthoténate 4.6 - 25 6-10mg
Biotine 0.05 0.1-0.3mg
Acide ascorbique (C) traces 5-30mg

* Vitamine B,

Il faut souligner la teneur exceptionnelle @wtamine B12 (cobalamine) qui est de loin la vitamine la plus
difficile a obtenir dans un régime sans viandeazgiun végétal courant n'en contigithrospiraen est quatre
fois plus riche que le foie cru, longtemps donnéee meilleure source. Il faut pourtant noter gexilste une
controverse a propos de la biodisponibilité régllecomplexe B12 dArthrospira(Harrimanet al., 1989 ; Rule

et al.,1994).

9. 6. Minéraux et oligo-éléments :

Tableau 5 teneur en minéraux (Falquet, 1996).

Minéraux Teneur (mg/kg) Doses requises (mg/jour)
Calcium 1300 - 14000 1200
Fer 580 -1800 18
Phosphore 6700 - 9000 1000
Zinc 21 -40 15




Magnésium 2000 - 2900 250-350
Cuivre 8-10 15-3
Chrome 2.8 05-2
Sodium 4500 500

Potassium 6400 - 15400 3500

Manganése 25 - 37 5

Les minéraux spécialement intéressants &rdmrospirasont le fer, le magnésium, le calcium, le phospledre
le potassium.
La trés haute teneamfer est a souligner, on doit noter également |agée de sélénium et de fluor,
aux effets positifs certains (lutte contre les cadk libres, prévention de la carie dentaire) (kaig1996).
8. 7. Pigments :

Arthrospira contient de nombreux pigments photosynthétiqueshlorGphylle a, B caroténe,
phycocyanine, phycoérythrine et environ 11 cardidem Ces pigments sont activés par la lumiérersent
ainsi d’antennes pour recueillir I'énergie lumineustale et la transmettre aux centres de réac®na
molécule de chlorophyll@~ox, 1999).

* La phycocyanine :

La phycocyanine, principal pigmentAl¢hrospiraest le seul colorant bleu alimentaire, naturel @sfo
en Europe. Ce pigment absorbe et capture les phqiois transforme cette énergie lumineuse en é@nergi
électrobiochimique (Fox, 1999).

Plusieurs études attestent de nombreuses et divexsivités biologiques qu’offre la phycocyanine :
antioxydant, antiradicalaire, anti-inflammatoirentigumorale, amélioration du systeme immunitaire,

hépatoprotection et détoxification. (Lamelzal.,200).

Tableau 6composition chimique en pigments dans la Spiruline
Arthrospira) (Belay, 1997).

Pigments Teneur (mg /100g)
Caroténoides 370
Chlorophylle a 1000
Phycocyanine 14000




Intéréts alimentaire,
thérapeutique, et
biotechnologique du
genre Arthrospira




1. Aspects alimentaires :
De par sa compositioArthrospira nous offre plusieurs propriétés bénéfiques et meades filieres

d’applications représentées comme suite :

Le genrérthrospiraest connu pour sa richesse en protéines mentisqpnéeédemment. Ces protéines
ont en plus l'avantage d'étre facilement assimédapér I'organisme, ce qui évite I'emploi de la sois qui
altere les nutriments et les vitamines.

La digestibilité dérthrospira est en plus accrue par I'absence de paroi ceifesdans la cellule,
remplacée par une enveloppe de muréine fragile.

L’efficacité protéique (PER) d’un alimezst déterminé par le rapport « Gain de poidsashénhal ou de
l'individu / poids de protéines ingérées ». La pno¢ de référence est souvent le lactalbumine en la
caséine, laquelle présente un PER de ZABhrospira seule, au cours d’expériences menées sur le at, a
PER de 1.90, tandis qu’accompagné de riz dans ropogion égale, cette valeur s’éléve a 2AQusuyaet
al., 1983. En plus elle figure aussi parmi les meilleuresrsesl d’acide gras essentiel, ces acides sont des
précurseurs des prostaglandines qui jouent led®lmédiateurs chimiques dans les réactions inflaoirea et
immunitaires. Cependanirthrospiraa été recommandée comme supplément alimentacasede carence en
acides gras essentiels (Hudstral.,1974).

Des études cliniques ont également démontré lexdel utilisation des caroténoides Aghrospira
chez I'homme (Annapurnat al. 1991). De trés faibles doses derthrospira suffisent a réduire
considérablement les risques de cécité et d'atteimturologiques consécutives a la déficience tamine A
chez l'enfant. Du fait du nombre croissant d'inslicRuggérant une série d'effets anti-cancéreux des
caroténoides, divers extraits de spiruline ontt&sé&s dans ce cadre. (Schwatal., 1987 ; Schwartet al.,
1988).

Parmi les éléments minéraux contenus Aahrospirg le fer est sans doute le plus intéressent, e eff
la biodisponibilité du fer a été démontrée tantzdieerat que chez 'homme (Johnstral., 1986).

2. Aspects thérapeutiques :

Pour éliminer les radicaux libres ddlmsganisme qui peuvent étre a l'origine du canceoire
organisme a besoin d’apports en vitamines anti-amigb, caroténoides et autres micronutrimentsp-Le
carotéene, présent en quantité trés importante Aehsospira, est 'un des principaux caroténoides impliqués
dans ce systeme de défense de I'organisme (Fed&balg 1993)

En 1996, des chercheurs japonais déeatiet baptisent un extrait aqueux de spirulinéqdierement
riche en calcium et en soufre, «le Calcium-spiralgni empéche la pénétration de la membrane ciedyar
certains virus comme le VIH-1, le Herpes Simplexyirus de la grippe de type A et le virus de lageple. La
phycocyanine est aussi connue pour son effet imstimolant et elle est aussi utilisée en imageridioade
comme traceur fluorescent. Il a été aussi prouedgthrospiraagit comme hypotenseur parce qu’elle contient
de l'acidey-linoléique (Sallet al.,1999).



3. Aspects toxicologiques :

Arthrospiradestinée a l'alimentation humaine est autorisée 2ente depuis de nombreuses années
dans les pays industrialisés. Elle est classée GfFeéherally Recognizeds Safe) par la Food and Drug
Administration aux Etats-Unis (Falquet, 1996).

La conservation des préparations de spiruléehée Arthrospira ne semble poser aucun probleme
puisque ce produit parait tout a fait résistant moisissures. Ainsi aucune détectiosbergilus flavusi
d'aflatoxine (sécrétée par ce dernier) dans desiespiruline (Jacquet, 1975).

4. Aspects biotechnologiques :

Les propriétés nutritionnelles Aehrospira en font une source alimentaire qui mérite unentitie
particuliere dans les pays en développement owse @vec acuité un probleme de disponibilités alteiees
et malnutrition. C’est pourquoi il est souhaitaliedévelopper sa production aussi bien a I'éclugiaestique
pour la consommation familiale qu'au niveau desslat étangs. Le développement de la production de
spiruline devra s’accompagner de la mise au pastsystemes de culture assurant une meilleure @rodu
(Sallet al.,1999).

» Parametres de culture :

L’environnement doit comprendre une zaleetempérature convenantAathrospira, de la lumiére
fournissant I'énergie pour la photosynthese, effedai ; avec un certain mouvement de I'eau pouarassine
répartition moyenne de la lumiére et des élémeuatstifs. Un équilibre acido-basique et un pH faatoles
doivent étre maintenu, un rythme de récolte etodiaf’éléments nutritifs doit étre établi et latoné doit se
faire dans un systeme ou un bassin convenableroagtic

La croissance optimaleArthrospira est obtenue pour une température comprise entra 30°C, et
un pH de 8.5 & 10.5. Les éléments nutritifs essksndioivent étre en quantité suffisante (le mardjue d’entre
eux inhibe la croissance). Une forte intensité heuse conjuguée avec une forte agitation donnmissance
optimale, tous les filaments recoivent des chadgsumiere fréquentes et sont ensuite rapidemenégés
d'une exposition trop longue par les autres filatee&n lumiére et agitation faibles, la croissaast lente,
mais la pigmentation est plus marquée, c’est-a-gure la couleur est d’'un vert plus foncé et le kdeula
phycocyanine apparait.

Le CQ@ étant moins soluble dans 'eau chaude que daas ffide, I'élévation de la température
réduit son taux, limitant ainsi la croissance. ldaidn de CQ forme de I'acide carbonique, qui abaisse le pH.
En absorbant le C{par photosynthése, les algues remontent le pH, (F399).

* Le milieu de culture :

Arthrospirase développe dans une eau a la fois salée einalchleau utilisée pour le milieu de culture

doit étre de préférence potable ou au moins filtt@glus important étant I'élimination des algéémngeres.

La composition des milieux de culture peut varieorémément, selon la disponibilité des produits éhires



nécessaires a leur élaboration. Les limites denit@alet d'alcalinité permises sont généralemerdzaksges
(salinité totale de 13 g/l) (Jourdan, 1997).

L'alcalinité est habituellement appon@e du bicarbonate de sodium (NaH{LOnais ce dernier peut
étre remplacé en partie par de la soude caustiguae earbonate de sodium @T£s) pour relever le pH initial
du milieu de culture. Le milieu de culture contidles engrais pour assurer la croissance des spsuli’azote,
le phosphore, le potassium sont les éléments glassi mais le soufre, le magnésium, le calciune det
doivent aussi étre ajoutés s'ils ne sont pas agpern quantité suffisante par I'eau, le sel eetegais. Une
analyse préparatoire de l'eau et du sel est utile palculer la dose de Mg, Ca et Fer a ajouteunagxces de
ces eléments est nocif. Les sources d'azote pesféies spirulines sont I'ammoniac et 'urée, nmesspeoduits
sont toxiques au-dela d'une concentration limiteegpecter impérativement. C'est pourquoi lors de la
préparation du milieu de culture, utiliser un rtérgue I'on peut mettre a forte dose, constituand éserve
d'azote a long terme.

Le milieu Zarrouk, référence dans ce domaine, pitéskintérét de s’adapter a presque toutes les
souches de spiruline et simplifie considérablenteritavail de I'algoculteur. Toutefois, ses consdiits sont
chers et ne sont pas toujours faciles a trouverdam, 1997).

» Lumiére et agitation :

En diminuant I'éclairement on diminugsai la photosynthése totale, il faut ensemencbas$sin avec
assez d’algues pour que la lumieére ne puisse peiadie le fond du bassin ; et agiter suffisammeardulture
pour que les filaments individuels ne restent pas p'une demi-minute a la surface en plein solmiis
plongent et remontent fréquemment. Les roues asacdmestituent les systemes d’agitation les pluseés; le
but est de remuer I'eau (Fox, 1999).

Théoriquement, la photosynthése la papde serait obtenue avec une cadence des cyclbseo
lumiére de mille par seconde ou plus. Pour le mapen n’est possible qu’en laboratoire. On peut tiei
méme obtenir une alternance de lumiere et d'omtuiees les quelques secondes, en mettant des défiect
dans le courant d’eau pour induire des turbulera®sj, on peut tripler facilement la productionlemasse,
environ 30 g d'algue séche paf et par jour, par rapport a celle d’'un bassin sem@nt agité par une roue a
aubes (Fox, 1999).

» Systemes de culture :

* Les photobioréacteurs :

Un photobioréacteur est constitué daysteme de tubes en plastique transparent posénspfan
incliné, long d’'une dizaine de métres et haut de &ra base du plan, un réservoir en téle peinbh@n recoit
'eau du tuyau de retour. Le soleil chauffe 'eauag réservoir. L’'eau chaude, par convection, réendans les
tubes transparents. Puis elle atteint un réserptait en tble peinte a l'aluminium, placé en haue L
refroidissement commence la. L'eau en ressort @ar tdbes formant des serpentins dans un échangeut

Recueillie par un tube transversal, I'eau retoyraele tuyau et boucle le cycle.



Le photobioréacteur est surtout \ilmur la production de biomasse tres pure, powexénaire des
molécules de haute valeur. Il ne convient pascaltaire de masse.
Les tubes, les bioréacteurs et les micros fermas employés dans les pays tempérés ou froids, tia ce
cyanobactérie ne peut pas croitre naturellemenso@edes systemes trés chers, et seuls les pbgtabieurs

tiennent la route économiquement (Fox, 1999).

= | es fermes industrielles :

La plus grande ferme industrielletsrive aux Etats-Unis, en Californie ; c’est EadgirFarm, qui
couvre une superficie de 108 acres et approvisigithg@ays en spiruline et produits dérives. En 1326,
production est estimée a 500 tonnes de poudre séche

La société Sosa Texcoco du Mexiquéaitgas de culture, elle récolte et transformé sgdmplement.
Elle est cependant le plus grand producteur momsialomparant les productions cumulées de différeays
depuis 1975 (Henrikson, 1999).
Les systémes avancés de bassins requiérent d'éncsuperficies, jusqu’a 5000%npour une profondeur
usuelle de 15 a 25cm. lls nécessitent aussi pliusvatissement, mais produisent en consequencea de |
spiruline de trés bonne qualité. Parmi les paysutilisent ce systeme, on peut citer la Thailartdawar,
Taiwan, Israél (désert du Neguev), la Chine, I'lnideVietham et le Chili (Atacama desert) et a ndoén
échelle le Bangladesh, Cuba, la Martinique, le &él® Brésil, 'Espagne et I'Australie. La prodwstide la

spiruline est de fait internationale, contrairemge que I'on pourrait croire (Henrikson, 199%x F1999).



Matériels & Méthodes




1. Matériel :
1. 1. Appareillages :
+ Autoclave
Bain-marie
Bec bunsen
Centrifugeuse
Etuve

Four Pasteur

+
+
+
+
+
+ Microscope optique
+ Réfrigérateur
+ Spectrophotomeétre
+ Agitateur
+ Lampe a UV
+ Balance, pH metre
1. 2. Verrerie et autres matériels :
1. 2. 1. Verrerie :
Pipettes Pasteur stériles, micropipette (1000yl))1®ipettes graduées (1ml, 5ml, 10ml)
Tubes a essai
Béchers : 50ml, 1000ml|
Erlenmeyer de 250ml|
Cuve de chromatographie
Boite de Pétri

Tubes a hémolyse en plastique
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Lames, lamelles, filtre en papier, anse de plaspatule, compresse, pissette, entonnoir, papier
absorbant

1. 2. 2. Autres matériels

* Milieux de culture :
= Milieux classiques :

Milieu BG11 liquide et solide a différents pH (Rkay 1988).
Milieu " Spir" (Aiba et Ogawa, 1977).
Milieu Jourdan (Fox, 1999).
Milieu MN (Rippka, 1988).
Milieu a base d’eau de mer (Charpy, 2004).

L S S S

= Autres milieux :
+ L’eau carbonatée des sources thermales de la rdgi@uelma et de Constantine (en variant le
pH). La composition des milieux est donnée en aaihe.



» Colorants, antibiotiques et autres :
+ Solution de lugol
+ Antibiotiques : pénicilline G, amoxicilline, céfdiame, ampicilline, oxacilline gentalline et le
chloramphénicol.

4+ Ethanol a 90%, acétone a 90 %, méthanol et éthpétiele.

2. Méthodes :

2. 1. Recherche du genr&pirulina dans différents biotopes :
Dans le cadre de notre étude, nous avons effetisé&prs prélévements d’eau et de sol dans
des biotopes trés divers (eaux douces, eaux sairesux thermales), afin de rechercher puis ideter
formes filamenteuses et spiralées appartenant ate @piruling le protocole expérimental et les

différentes étapes réalisés sont comme suit :

2. 1. 1. Présentation des sites de prélevement ehantillonnage :
2.1.1.1. Eaux douces:
elLac Tonga :

Le lac Tonga est situé a une latitdde36°53’ Nord, une longitude de 08° 31'Est, et une
altitude de 2,2 metres.

C’est un étang d’eau dougeapmmunique avec la mer par le canal artificiellal Messida,
d’une superficie d’environ 2700 hectares.

Trois prélévements d’eau de surfacesdiu lac Tonga ont été réalisés le 29.04.20075 tlais
points différents dans le lac : point 1, point 2peint 3 ; prélevé chacun dans une boutealliene
capacité de 1,5 1.

* Lac Noir :

Le lac Noir est situé au Nord— Estéign, a une latitude 36° 51’ Nord et une longituige
08°12’ Est. Ce lac est situé dans le complexe daszhumides d’El-Kala, et comprend une tourbiére
sous-jacente, présentant une superficie de 5 lesctiormés de deux bassins. (Boumezhatual.,
2003).

Un seul prélevement d'eau a été e&i29.04.2007 dans une bouteille d’une capaet#.g
[, pleine d'eau de surface.

* Lac bleu :

Le lac Bleu est situé a une latitdde36°53’ Nord, une longitude de 8° 20’ Est. Ce ktué
sur la berge-Est du Mellah, est une dépressionduatgire d’eau douce alimentée par la remontéa de |
nappe phréatique et des eaux de pluies qui steiita travers les sables des dunes qui I'entourent
(Boumezbeuet al.,2004).



Nous avons réalisé un seul prélévendkgdu de surface, de couleur vert et trés dense en

filaments ; dans le lac Bleu le 08.05.2007, dareshouteille d’'une capacité de 1.5 |.

2.1.1.2. Eaux salines :
* Sebkha de Ain M’lila :

Nous avons réalisé deux types de préleventenks Sebkha Zmoul a Ain Mlila.

» Un prélevement d'eau de surface, effectué le 12004.dans une bouteille d'une
capacité de 1.5 | ; de couleur rouge saturé en Algartir du bassin de fabrication de sel ENASEL
n°l de la Sebkha de Ain M'lila.

» Onze échantillons de sol, prélevés le 14.04.208@s ddes boites de Pétri,
numeéroter de 1 a 11. Chaque échantillon est comg®sél humide et de touffes de filaments tres fins
en surface, de couleur verte et noire.

* Lac El-Mellah :

El-Mellah est une lagune située att@xe Nord-Est de I'Algérie prés de la ville d'Elald a
proximité de la frontiere algéro-tunisienne a uatude36° 53’ Nord, une longitude 8° 19" Est, @&un
profondeur maximale de 6 m reliée a la mer parhenal artificiel long de 900 m (Boumezbeairal.,
2004).

Nous avons effectué deux types é&pements dans le lac EI-Mellah :
» Un prélévement d'eau de surface de couleur vesieeclréalisé le 21.04.2007 ;
dans une bouteille d'une capacité de 1.5 I.
»  Sept échantillons de sols prélevées dans des baéd2etri, numeéroter de 1 a 7.
Chaque échantillon est compabalgues vertes humides.
2.1.1. 3. Eaux thermales :
» Sources thermales de la région de Guelma :
Nous avons réalisé sept pereents d’eau a partir des sources chaudes de HanBuama
le 16.05.2007 et le 19.05.02007 a partir des soutttagdes de la région de Guelma.

0 Quatre flacons d'une capacité de 250 ml, rempllescen d’eau thermale trés dense en
filaments verts, sont destinés pour la rechercliesetement du genr&pirulina.
o Trois bouteilles d'une capacité de 1.5 |, remplbscun d’eau thermale tres claire, sont
utilisées comme milieux de culture.
» Sources thermales de la région de Constantine :
Quatre prélevements d’eau ont étéctfés le 24.05.2007, a partir des sources chagtdes
carbonatées (Ain Skhouna & Hamma Bouziane) dgiarréle Constantine

o Une bouteille d'une capacité de 1.5 | rempli d'eusurface tirés claire, est réservée a la

recherche et la mise en culture du ge3peulina.



o0 Les trois autres bouteilles d’'une méme capacitét siestinées a I'utilisation comme

milieux de culture.

2. 1. 2. Observations microscopiques des écharitis :

L’examen microscopique est indispdxhs pour I'identification précise des genres e de
espéeces de cyanobactéries.

L’examen direct des échantillons permet d’apjar la morphologie des cyanobactéries, leurs
groupements, leur abondance, et d’observer leurlitéofiRippka, 1988).

Dans notre étudd.identification des genres des cyanobactéries éalisée, selon la clé
d’identification proposée par Castenholz, (20019éeasur les caractéres morphologiques des cultures
pures.

Dans le but de chercher les formémmienteuses et spiralées du geBrulina; les
échantillons d'eau et de sol sont observés awstope optique le jour méme du prélévement selon
la technique suivante.

* Technique microscopique :
= Echantillons d'eau de surface

0 Mettre quelques gouttes de I'échantillon natureusie lame.

o Ajouter quelques gouttes de lugol si il est nédessa

0 Recouvrir avec une lamelle.

o Observer avec un objectif a immersion dans I'huil€0.

= Echantillons de sol :

o Prélever quelques filaments en surface et mettrarsailame.

o Ajouter quelques gouttes d’eau afin d'humidifiefrtstis.

o Observer avec un objectif a immersion dans I'huil€0.

2. 1. 3. Ensemencement :

Aprés avoir observer les différeathantillons d’eau et de sol au microscope optique,
procéde directement a I'ensemencement qui doitase fsur les différents milieux de culture
spécifiques a la culture des cyanobactéries.

On utilise des milieux liquides et @g#s spécifiques aux cyanobactéries, le plus soleen
milieu BG11l (Rippka, 1988), et d'autres milieux plsélectifs recommandés pour la recherche
systématiqgue du gen8pirulinadans les échantillons naturels.

L’ensemencement doit se faire pouleista ou les cyanobactéries en cause en obtemant d
cultures pures et bien distinctes (Rippka, 1988)

NB : Nous avons réalisé I'ensemencement des diffégatitantillons le jour méme du prélevement.



2 .1. 3. 1. Echantillons des eaux douces :
o Technique
Chaque échantillon d’eau est soigneusement homisgénd volume précis de 1ml d’eau brute
de chaque échantillon des différents lacs esty#é&d’aide d’'une micropipette, puis mis dans dees
contenant le milieu BG11 (Rippka, 1988) a deux pH.
La méthode de la mise en culture dédihts échantillons des eaux douces est détdiflgs le
tableau 7 et schémas 1, 2 et 3 :

Tableau 7 :mise en culture des échantillons des eaux douagdgpgélection du genf@pirulina

Sites de . - Technique .
prélevement Echantillons Milieu BG11 d'ensemencement Nombre de tubes ensemencés
1ml de d’eau brute ) _
Liquide (pH 7) | dans10ml de miliey 2 tubes / échantillon
Echantillon de culture
d'eau de _ _ :
Lac Tonga surface Liquide (pH 10) | Idem 2 tubes / échantillon
i ensemencement
S.Zginggon Solide (pH 7) par stries Une boite de Pétri / échantillgn
surface
1ml de d’eau brute
- dans10ml de miliey 2 tybes
Liquide (pH 7) de culture
. Echantillon
Lac Noir | g'eau de Idem
surface Liquide (pH10) 2 tubes
ensemencement . L
Solide (PH7) | par stries Une boite de Pétri
L. 1ml de d’eau brute
Echantillon Liquide (pH 7) dans10ml de miliey 2 tubes
Lac Bleu | geau de de culture
surface Liquide (pH 10) | Idem 2 tubes

o Conditions de croissance :
Aprés ensemencement, l'ensemble desstet des boites de Pétri, sont incubés a une
température de 30 °C, sous lumiére blanche asparéene lampe de puissance de 9W en respectant

une photopériode (obscurité 16h / lumiere 8h) pehgasieurs jours.



Lac Tonga (sitesl, 2 et 3)
Echantillon d'eau

T

4

Prélever 1 ml de I'échantillon

Ensemencement par stries

O .
BG11 solide
) 3 -
— —A
Milieu BG11 (pH 7) Milieu BG11 (pH 10)
10 ml / tube 10 ml / tube

Incubation a une température de 30 °C, sous lurbiarehe assurée par une lampe de puissance
de 9W, avec photopériode (obscurité 16h / lumiéep@ndant plusieurs jours.

Schéma 1 : mise en culture des échantillons d’eaw ¢hc Tonga pour la sélection du genr&pirulina



) Lac Noir
Echantillon d'eau

Prélever 1 ml de I'échantillon

Ensemencement par stries
\ 4
— —~ BG11 solide
— U
Milieu BG11 (pH 7) Milieu BG11 (pH 10)
10 ml / tube 10 ml / tube

Incubation a une température de 30 °C, sous lurbiareehe assurée par une lampe de puissance
de 9W, avec photopériode (obscurité 16h / lumiére 8indant plusieurs jout

Schéma 2 : mise en culture de I'échantillon d’eauwdlac Noir pour la sélection du genreSpirulina



) Lac Bleu
Echantillon d’eau (riche en algues vertes)

ees
-

Prélever quelques filaments d’algues vertes

D - -

N, N/ — —
Milieu BG11 (pH 7) Milieu BG11 (pH 10)

10 ml / tube 10 ml / tube

Incubation a une température de 30 °C, sous lurbiareche assurée par une lampe de puissance de
9W, avec photopériode (obscurité 16h / lumiére@mdant plusieurs jours.

Schéma . : mise en culture de I'échantillon d’eau du lac Blegour la sélection du genreSpirulina.



2.1. 3. 2. Echantillons des Eaux salines :
* Sebkha de Ain M’lila :
» Echantillon d’eau :
o Technique:
A son arrivé au laboratoire, et agresogénéisation de I'échantillon, 1ml d’échantili@eau
de la Sebkha de Ain M’lila, est prélevé a l'aidan pipette, puis mis dans des tubes contenaritiéaim
BG11 selon le protocole du schéma 4.
o Conditions de croissance :
Une fois ensemences, I'ensemble des tabes incubés a 30 °C (Rippka, 1988), sous lumiere
blanche assurée par une lampe de puissance derOWspmectant une photopériode (obscurité de 16 /
lumiére de 8h ) pendant plusieurs jours.

Sebkha de Ain M’lila
Echantillon d'eau

see8
>

Prélever 1 ml de I'échantillon
—— ——
Milieu BG11 (pH 10) Milieu BG11 (pH 10)

10 ml / tube 10 ml / tube

Incubation & une température de 30 °C, sous lurbiareche assurée par une lampe de puissance de
9W, avec photopériode (obscurité 16h / lumiéref&mdant plusieurs jours.



»  Echantillon de sol :

Les échantillons de sol sont prélevédesaite de la Sebkha asséchées. Les croltes rchsel
et légérement humides, sont préleves et stockés iz boites de Pétri afin de garder leur humidité.
Ces croltes sont riches en algues vertes.

o Technique:

La technigue consiste a couper un cder®.5 cm dans les croltes (filaments sous forene d
touffes de couleur verte et noire, en surface dequl échantillon), ensuite mettre dans des tubes
contenant 10 ml du milieu BG11 liquide a pH 7p#i 10 (voir schéma 5).

NB : Les échantillons i°1, 2, 4 , 6 et 7, sont ensemencés le jour mémadéavement alors que les
échantillons n®9 et 11, sont mis en culture le 22.04.2007, uneaseraprés I'‘échantillonnage aprés
conservation de I'échantillon au réfrigérateur.
o Conditions de croissance :
Une fois ensemencés, les tubes sont iscal®® °C, sous lumiére blanche assurée par urpelam
de puissance de 9W, en respectant une photopéabdeurité 16h / lumiere 8h) pendant plusieurs

jours.



Sebkha de Ain M’lila
Echantillons de sol

Crodtes riches en algues

(vertes et noires)

IO.S chn - IO.S cn

—> —>
05c¢cn 05cn
/ acex /SUIrf acenOir\
(O SIS I® (O SIS I®
N N N N
Milieu BG11 (pH 7) Milieu BG11 (pH 10) Milieu BG11 (pH 7) Milieu BG11 (pH 10)
10 ml / tube 10 ml / tube 10 ml / tube 10 ml / tube

Incubation a une température de 30 °C, sous lurbiareehe assurée par une lampe de puissance de
9W, avec photopériode (obscurité 16h / lumieredmndant plusieurs jours.

Schéma 5 : mise en culture des échantillods sol de Sebhka de Ain M’lila pour la sélectionwgenre Spirulina



e Lac El-Mellah :
o Technique:
La technique d’ensemencement est@me que celle employée pour I'échantillon d’eau de

surface de Sebkhas de Ain M’lila, elle est détaitléns le tableau 8 et les schémas 6 et 7 :

Tableau 8 :mise en culture de I'échantillon d’eau du lac Elislie pour la sélection du genre

Spirulina
. - Technique Nombre de tubes
Echantillons Milieu BG11 d'ensemencement ensemences
1ml de d’eau brute
Liquide (pH 7) dans10ml de milieu | 3 tubes
hantillon d de culture
Echantillon d'eau Liquide (pH 10
de surface quide (PH 10) | jopyy 3 tubes
) ensemencement . .
Solide (pH 7) par stries 3 boite de Petri
prélever quelques
- filaments de chaque
Echantillons de mettre dans 10ml de
sol milieu de culture
Liquide (pH 10) Idem 2 tubes / échantillon

o Conditions de croissance :
Incuber a 30 °C (Rippka, 1988), sous lumiere blare$surée par une lampe de puissance de

9W, en respectant une photopériode (obscurité 1Ghiére de 8h) pendant plusieurs jours.



Lac El-Mellah
Echantillon d’eau

L

_

Prélever 1 ml de I'echantillon

Ensemencement par stries

D «—

JC 0 Soss
— — g )
H_j H_J Y

Milieu BG11 (pH 7) Milieu BG11 (pH 10) BG11 solide
10 ml a/ tube 10 ml a/ tube

Incubation a une température de 30 °C, sous lurbiarehe assurée par une lampe de puissance
de 9W, avec photopériode (obscurité 16h / lumiéep@ndant plusieurs jours.

Schéma 6 : mise en culture de I'échantillon d’eauwdLac El-Mellah pour la sélection du genreSpirulina



Echantillons du lac EI-Mellah (riches en touffealdues)

Prélever quelques filaments verts

RN

ﬂ S D D
N N —/
H_J H_J
Milieu BG11 (pH 7) Milieu BG11 (pH 10)
10 ml / tube 10 ml / tube

Incubation a une température de 30 °C, sous lurbiareehe assurée par une lampe de puissance de
9W, avec photopériode (obscurité 16h / lumiered@mdant plusieurs jours

Schéma 7 : mise en culture des échantillons (ftes d’algues) du lacEl-Mellah pour sélection
du genrgpirulina



2. 4. 2. 3. Echantillons des eaux thermales :
* Sources thermales de la région de Guelma :
Dans le but d’obtenir une culture malgale du genrSpirulinaa partir des échantillons d’eau
(riches en algues verts) des sources thermalesudbn@, nous avons modifié et développé plusieurs
méthodes d’isolement afin de sélectionner spéafigent le genr8&pirulina.
Les différentes méthodes employées rapmésentées et détaillées comme:suit
o Technigue par sélection aux antibiotiques :

Il s’agit d’'une méthode classique bactériologie, utilisable aussi pour les algues
unicellulaires (Fox, 1999).

Le but de cette méthode est d’élimune grand nombre de contaminants par I'utilisatiam
ou plusieurs antibiotiques, car c'est I'étape lasgmportante puisqu’elle conduira a la souche pere
qui facilitera sa caractérisation.

Son principe repose sur la prépanatle plusieurs solutions d’antibiotiques)(SS), (S),

(Sa), (S), (S) et ().

On ensemence cing flacons de 250mtenant chacun 50ml de milieu culture, avec des
filaments de couleur verte (échantillon de souttesmales de Guelma), prélevés avec une anse de
platine.

Ajouter a chaque flacon, une con@in donnée en antibiotiques.

Le détaille de cette technique eésenté dans le tableau 9 et les schémas 8, 9 et 10

Tableau 9 :sélection aux antibiotiques.

. Nombre de flacons Concentrations d'antibiotiques en mg /100ml
Milieux de culture . -
ensemenceés de milieu de culture dans chaque flacon
Flacon n° 1 Pénicilline G : 34.96 ; Chloramphénicol : 3.49
BG11 liquide Flacon n° 2 Pénicilline G : 7.820 ; Chloramphénicol : 1.78
pH 8 Flacon n° 3 Pénicilline G : 9.000 ; Chloramphénicol : 0.90
Flacon n° 4 Pénicilline G : 4.520 ; Chloramphénicol : 0.45
Flacon n°5 Pénicilline G : 2.170 ; Chloramphénicol : 0.27




Tableau 9 (suite) :

Milieux de Nombre de flacons | Concentrations d'antibiotiques en mg/100ml de milie de
culture ensemences culture dans chaque flacon
Flacon n® 1 Pénicilline G : 34.96 ; Chloramphénicol : 3.49
BG11 liquide Flacon n° 2 Pénicilline G : 17.82 ; Chloramphénicol : 1.78
pH 9 Flacon n°® 3 Pénicilline G : 9.000 ; Chloramphénicol : 0.90
Flacon n° 4 Pénicilline G : 4.520 ; Chloramphénicol : 0.45
Flacon n® 5 Pénicilline G : 2.170 ; Chloramphénicol : 0.27
Flacon n° 1 Pénicilline G : 34.96 ; Chloramphénicol : 3.49
Flacon n° 2 Pénicilline G : 17.82 ; Chloramphénicol : 1.78
" Spir" Flacon n° 3 Pénicilline G : 9.000 ; Chloramphénicol : 0.90
liquide Flacon n° 4 Pénicilline G : 4.520 ; Chloramphénicol : 0.45
Flacon n° 5 Pénicilline G : 2.170 ; Chloramphénicol : 0.27
Flacon n° 1 Pénicilline G : 34.96 ; Chloramphénicol : 3.49
Flacon n° 2 Pénicilline G : 7.82 ; Chloramphénicol : 1.78
BG11 liquide Flacon n° 3 Pénicilline G : 9.000 ; Chloramphénicol : 0.90
pH 8.5 Flacon n° 4 Pénicilline G : 4.520 ; Chloramphénicol : 0.45
Flacon n° 5 Pénicilline G : 2.170 ; Chloramphénicol : 0.27
Milieu
Jourdan Flacon n° 1 Pénicilline G : 51.45; Chloramphénicol : 5.14
pH 8.5
Flacon n° 1 Pénicilline G : 51.45; Chloramphénicol : 5.14
BG11 liquide Flacon n° 2 Pénicilline G : 51.45; Chloramphénicol : 5.14
apH8 Flacon n° 3 Pénicilline G : 51.45; Chloramphénicol : 5.14
BG11 liquide Flacon n° 1 Pénicilline G : 51.45; Chloramphénicol : 5.14
pH 9 Flacon n° 2 Pénicilline G : 51.45; Chloramphénicol : 5.14
Elacon n° 1 Pénicilline G:67.34 ; Chloramphénicol : 6.73
BG11 liquide Elacon n° 2 Amoxicilline:51.45;Chloramphénicol :5.14
a Flacon n° 3 Cefa;ql[ne 51.45 Chloramphgnllcol :5.14
pH 9 Elacon ne 4 Amp|<_:|I_I|ne:51.45 ;Chloramprlemcol :5.14
Elacon n° 5 OxaC|II|.ne:51.45 ;Chloramph(e'nlpol :5.14
Elacon n° 6 ng_tqll!ne:51.45 ;Chlor_a_m_phenlcol :5.,14 _
Elacon n° 7 Pen|IC|I.I|'nG:8.57 ;Amo>.<|.C|II|ne:8.57 ;Cefgzollne:SZS
Ampicilline:8.57;0xacilline:8.57;Gentalline:8.57
Chloramphénicol :5.14

NB :La composition des solutions d’antibiotiques esirdee en annexe V.

o Conditions de croissance :

Incuber les différents flacons a température de 36 °C, sous lumiere blanche asgaée
une lampe de puissance de 9W en respectant unepghiode (obscurité 16h / lumiére 8h) pendant
plusieurs jours (Rippka, 1988).

Les sept flacons du dernier milieu tsorcubés d’abord a une température de 36 °C a
l'obscurité pendant 24h (Fox, 1999), puis sont sed@ns les mémes conditions de culture que les

autres flacons.






Sources thermales de Guelma
Echantillon d’eau (tres dense en filaments)

Prélever quelques filaments verts

/ \mfmencement
G8898 ©

F2 F1
Milieu BG11 (pH 8.5) Milieu Jourdan (pH 8.5)

50 ml de/ flacon 50 ml de/ flacon

Incubation a E36 °C, sous lumiére blanche assurée par une ldmpeaissance de
9W, avec, photopériode (obscurité 16h / lumiergd@mdant plusieurs jours pendant plusieurs jours.

Schéma 9 : technique par sélection aux antibiotiqesur milieu BG11 (pH 8.5), et milieu Jourdan.



Sources thermales de Guelma
Echantillon d’eau (tres dense en filamgnts

B335
—

1

Prélever quelques filaments verts

0044450 880 A8

WFL F2 F3
Y

Milieu BG11 (pH 9) Milieu BG11 (pH 8) Milieu BG11 (pH 9)
50 ml /flacon 50ml / flacon 50ml / flacon

!

Incubation a E36 °C, sous lumiére blanche assurée par une ldmpeaissance de
9W avec photopériode (obscurité 16h / lumiere ljegp@ndant plusieurs jours

Schéma 10 : technique par sélection aux antibiotiggs sur milieu BG11 (pH 9 et 8).



o Technigue par ensemencement sur milieu BG11 apreavage des filaments
Le principe de la technique d&limination des contaminants, par plusieurs lasgvec I'eau
distillée, puis procéder a 'ensemencement sunigieux de culture. Les différentes étapes réatisée
sont :
» Prélever a I'aide d'une anse de platine quelguaménts verts a partir de I'échantillon.
Laver par la suite avec I'eau distillée stérile {di6).
* Mettre les filaments lavés dans 3 flacons contenhatun 50ml de milieu BG11 (pH 9),
ajouter ensuite a chaque flacon 3ml de la solutiantibiotique $(annexe IV, p. 109)
(schéma 11).
o Conditions de croissance :
Incuber a 36 °C, sous lumiere blang®sigee par une lampe de puissance de 9W en raspecta

une photopériode (obscurité 16h / lumiere de 8hppet plusieurs jours (Rippka ,1988).

oTechnique par ensemencement sur eau thermale de Goma aprés lavage des

filaments :
Méme principe de la méthode précédente ; elle stanairealiser les étapes suivantes

* Prélever les filaments verts, laver avec I'eauildist stérile et procéder a 10 lavages
successifs.

» Mettre les filaments dans 2 flacons contenant an&um| d'eau de Guelma.

» Ajouter a un des deux flacons JBml de la solution d’antibiotiqu®, (annexe IV, p. 109)
(schéma 11).
o Conditions de croissance :

Incuber a 36 °C, sous lumiere blanchmeal lampe de puissance de 9W en respectant une

photopériode (obscurité 16h / lumiére de 8h) pendausieurs jours (Rippka, 1988).



Sources thermales de Guelma
Echantillon d’eau (tres dense en filament)

220
A

1

Prélever quelques filaments verts puis
laver a I'eau distillée 10 fois

VRN
568 59

Milieu BG11 (pH 9.5)
50 ml/ flacon

Eau de Guelma
50 ml / Flacon

Incubation a T=36 °C, sous lumiére blanche assuméene lampe de puissance de
9W, avec photopériode (obscurité 16h / lumiére ljgp@ndant plusieurs jours

Schéma 11 : technique par ensemencement sur miliBG11 et eau de Guelma aprés lavage des filaments



0 Isolement sélectif aux antibiotiques :
Le principe de cette technique consiste a préparersolution méere d’antibiotique JJSA

partir de cette solution on prépare différentestitins. Les étapes réalisées sont :

* Prendre trois séries de 6 tubes vides stériles ratégde 1 a 6.

* Répartir 6 ml de milieu BG11 (pH 9), dans ledéatiénts tubes.

» Ensemencer les différents tubes avec les filamearts prélevés a partir de I'échantillon
d’eau thermale.

« Ajouter 6ml de la solution d’antibiotique Sau tube n°1 (annexe 1V, p.109).

* prendre 6ml du contenu de ce tube et les mettrs Gatube n° 2 .Répéter I'opération
jusqu'au tube n° 6 de chaque série (schéma 12#=11985).
o Conditions de croissance :

Incuber I'ensemble des tubes a températmbiante a 18 °C, sous lumiere naturelle pendant

plusieurs jours.



Sources thermales de Guelma
Echantillon d’eau (riche en filaments verts)

=
e

\

Prélever quelques filaments verts

nsemencement

N Sérien® 1 Série n° 2 Sérien° 3
Milieu BG11 (pH 9) Milieu BG11 (pH 9) Milieu BG11 (pH 9)
6 ml / tube 6 ml / tube 6 ml / tube

Incubation a température ambiante a 18 °C soushenmaturelle pendant plusieurs jours

Schéma 12 : isolement sélectif aux antibiotiques



o Isolement par ensemencement sur milieu alcalin etitieux a base d’eau de mer :
Cette technique consistriléser des milieux alcalins et des milieux adad®aux de mer. Ces
milieux sélectifs sont le plus souvent recommarp@s la recherche et la sélection du genre
Spirulina :
* Milieu MN
» Milieu a base d'eau de mer enrichie en : FeSlaNG;, KoHPO;,
= Milieu & base d'eau de mer enrichie en : FeS@e, IKHPO,.
= Eau carbonatée (pH 9) de Guelma.
Le principe de cette mélmoest simple ; les filaments verts sont prélevépadir de
I'échantillon, puis sont mis dans les différentdienix de culture employés. La technique est déiill

dans le tableau 10 et schéma 13

Tableau 10 :isolement par ensemencement sur milieu alcaliniletur a base d’eau de mer

Couleur des filaments | Nombre de flacons des

Milieu de culture 8 .
ensemenceés 250ml ensemencés

Quelques filaments

Milieu MN 5 flacons
verts par chaque flacon

Milieu a base d'eau de mer enrichiaIdem 5 flacons

en : FeS@ NaNG;, KoHPO,

Milieu a base d'eau de mer enrichiaIdern 5 flacons

en : FeSQUrée, KHPO,

Eau carbonatée de Guelma (pH 9) Idem 4 flacons

o Conditions de culture :
Apres ensemencement, les différemtsofis sont incubés a une température de 36 °C, sous
lumiére blanche assurée par une lampe de puissi@n@®/, en respectant une photopériode (obscurité

16h / lumiére 8h) pendant plusieurs jours (Ripflas8).



» Sources chaudes de la région de Constantine (Ainlgkuna) :
o Technique:

10 ml d’échantillon naturel d'eau desirces thermales de Constantine, sont prélevasueh
fois et mise en culture dans deux flacons camtnchacun 100 ml du milieu BG11 liquide (un
flacon a pH 7 et l'autre a pH 10) (schéma 14) .

o Conditions de croissance :

Incuber a une température de 36 °Qs #amiére blanche assurée par une lampe de paessan
de 9W, en respectant une photopériode (obscurhi¢ lLéniere de 8h) pendant plusieurs jours (Rippka,
1988).

Sources thermales de Constantine
Echantillon d’eau

JAN

Prélever 10ml de I'’échantillon

!
8 5

BG11 (pH7) BG11 (pH 10)
100 ml/flacon 100 ml/flacon

N J
Y

1

Incubation & E36 °C, sous lumiére blanche assurée par une ldmpeaissance de
9W, avec photopériode (obscurité 16h / lumiere ljegp@ndant plusieurs jours

Schéma 14 : mise en culture de I'’échantillon d'eadies sources thermales de Constantine



3. Culture deArthrospira sp. PCC 8005 :
3. 1. Protocole expérimental :
3. 1. 1. But de la culture :
Dans le cadre de notre étude, nous avons rdalsdture de la souch&rthrospirasp. PCC
8005 en suivant un protocole expérimental défime suit :
» Etudier la croissance de la souchethrospirasp. PCC 8005 sur deux types de milieux de
culture :
e Milieux de culture classiques.
* Milieux composés d’eaux carbonatées prélevéesalgses thermales de la région de
Guelma et de Constantine.
> Extraire et doser des pigments photosynthétiqueganmment la phycocyanine et la
chlorophylle "a".
NB : La soucheArthrospira sp. PCC 8005 a été ramenée du laboratoire de Bioddmgie de
I'Université Technologique de Compiegne (France).

3. 1. 2. Milieux de cultures testés :
Nous avons réalisé la culture Alghrospira sp. PCC8005 sur sept milieux de culture
différents :
Milieu BG11 (pH 9.5)
Milieu Zarrouk (pH 9.5)
Milieu "Spir" (pH 8.7)
Eau carbonatée naturelle des sources thermaleselm&
Eau carbonatée (pH 9.5) des sources thermales elen@u

Eau carbonatée naturelle des sources thermalesrigadtine

- F F F & F

Eau carbonatée (pH 9.5) des sources thermales &xinst

3. 1. 3. Examen microscopique :
Cet examen se réalise en déposant, sur une laneqiget, une goutte de culture de la
soucheArthrospirasp. PCC 8005 a examiner. Cette goutte est recaugtenhe lame couvre-objet.
La préparation est examinée a I'diifi@ immersion (x100), aprés dépoét d’'une goutheiide

a immersion.

3. 1. 4. Préparation de l'inoculum :
A partir de culture pure dérthrospira sp. PCC 8005, on prépare un inoculum pour

I'’ensemencement de la souche de référence suifi@edts milieux de culture a tester.



o Technique:
Mettre 150 ml de milieu Zarrouk dans deux flacoa80ml.

Ensemencer chaque flacon avec 15 ml a partir deltare pure dérthrospirasp. PCC
8005 (schéma 15)

Incuber pendant une semaine a une température &8€,3mus lumiére blanche continue
d’'une lampe de puissance de 20W.



Culture pure dérthorspriasp.PCC 8005

Prélever 15 ml

Ensemencement

Milieu Zarrouk
150 ml /flacon

Incubation & T=35 °C, sous lumiére blanche contiliuae lampe de puissance de 20W

Schéma 15 : préparation de I'inoculum & partir de alture pure de Arthrospira sp. PCC 8005



3. 1. 5. Ensemencement :
o Technique:
* Mettre 200 ml de chaque milieu de culture dansEteEnmeyers de 250ml.
* Ensemencer les différents Erlenmeyers avec 20nilmbeulum deArthrospirasp. PCC
8005 (schéma 16).
* Eclairement et température :
Les Erlenmeyers ainsi ensemenceég, inonbées a une température de 35 °C sous lumiéere
blanche continue d’'une lampe de puissance de 2@Wjant plusieurs semaines.

NB : nous avons réalisé tous nous essais en doubdmetdads conditions de stérilité absolue.



Inoculum deArthorspriasp. PCC 8005

Prélever 20 ml

AN S
AL AL LI AL

BG11 (pH 9.5) Zarrouk (pH9.5) "Spir"  Eau de GuelmaEau Guelma Eaude Eay de Constantine

200ml / 200ml/ 200ml/ 200ml/ (pH 9.5)/ 200mI Constantine (pH 9.5)
Erlenmeyer Erlenmeyer Erlenmeyer Erlenmeyer Erlenmeyer 200ml/ 200ml /
Erlenmeyer  Erlenmeyer

Incubation & 35 °C, sous lumiére blanche contiriueadlampe de puissance de 20W pendant 27 jours

Schéma 16 : ensemencement édathrospira sp. PCC 8005 sur différents milieux de culture.



3. 1. 6. Suivi de la croissance :

La croissance de la souckethrospira sp. PCC 8005 sur les différents milieux de culture
testés a été suivi tous les trois jours en mesueartensité optique, et cela durant une période
d’incubation de 27 jours.

o Mesure de la densité optique (DO) :

Prélever 2ml de chaque culturédérospirasp. PCC 8005 (pour chaque milieu a tester).

La croissance de la souche est swuviespectrophotomeétre par des mesures de la densité
optique a une longueur d'onde de 560nm (Doke, 20@5elaet al.,2000).

3. 1. 7. Dosage de la chlorophylle"a" :

o Extraction de la chlorophylle "a" :

Un volume de 100 ml de chaque cultugédhrospirasp. PCC 8005 sur différents milieux
testés, sont filtrés (filtre en papier). Les fiftreont placés chacun dans 10 ml d'acétone a 90 % et
maintenus a 4 °C a l'obscurité pendant une nuit pextraction de chlorophylle"a”.

Aprés cette période, les extraits saté$ puis leurs densités optiques sont mesurées a
spectrophotometre aux longueurs d’ondes : 663, &IGNm et 750 nm (Briewet al, 2001).

o Dosage de la chlorophylle™a™:

L'équation trichromatigue de SCOR UNEBSuivante est employée pour l'estimation de la

chlorophylle"a"(Brientet al.,2001), & partir de chaque cultureAt¢hrospirasp. PCC 8005.

chlorophylle"a”" en mg/m = (11,64*DO a 663nmy} (2,16*DO & 645nm)- (0.1*DO & 630nm) *v
ouug/l

Vx|

DO= densité optique.
v = volume de l'extrait acétonique en ml
= trajet optique en cm

\£volume de I’échantillon filtré en litres

3. 1. 8. Mise en évidence de la production de plogyanine :
Les étapes nécessaires pour mettre en éeidanmésence de phycocyanine dans chaque
culture deArthrospirasp. PCC 8005 sont :
» Centrifuger 200ml de chaque culture différente @06pm pendant 10 minutes.
* Ajouter 10 ml d'une solution de tampon phosphapéia?.
» Congeler a -20 °C et décongeler a 4 °C de manérétitive pendant 4 heures.
» Centrifuger les différents extraits obtenus a 600 pendant 10minutes.

Les différents surnagent sont paulige utilisés pour :



o L’estimation des taux de pureté de la phycocyaeixieaite de chaque culture en
calculant chaque fois le rapport : A620/A280 pagctphotometre (Doke, 2005 ;
Lamelaet al.,2000).

o Calculer la concentration totale de la phycocyan{RC) présente dans chaque
surnageant selon I'’équation suivante (Lanatlal.,2000) :

PC= (D§—0.0474 * (DQsy) / 5.34

3. 1. 8. Mise en évidence de la production d’autsepigments :

La souchArthrospirasp. PCC 8005 contient d’autres pigments photostiqings qui jouent
un réle de pigments accessoires dans la photosathée

Ces pigments seront caractérisés dreé par chromatographie sur couche mince (CCM)
apres extraction a partir de chaque culture.

»  Extraction des pigments :

Ajouter 3ml d’'un solvant d’extracti@emposé d’'un mélange méthanol, éther de pétrdlea? :
chacun des sept filtres issus du dosage de chigitepkt maintenu a 4 °C a I'obscurité pendant une

nuit.

»  Chromatographie sur couche mince de silice :

Les différents extraits du solvant amgilue (méthanol / éther de pétrole) obtenues
préecédemment correspondant aux différentes cujtaoegiennent un mélange de pigments qui doivent
étre sépareés par chromatographie sur couche mensiick ou TLC.

o Technique:

e Avec un crayon, tracer une ligne a 2cm du bord ad@ldque de chromatographie et

indiquer ou les différents extraits seront déposes.

* Avec une micropipette, prélever environ 100ul daqele extrait a analyser et les déposer

a leurs endroits respectifs sur la plague et séchac un seche—cheveux puis
recommencer les dépbts plusieurs fois selon |eteasite.

» Positionner la plague dans la cuve qui contiesblgant de migration composé de 60 ml

toluene et 40 ml d’acétone.

» Laisser migrer le front de solvant pendant 45min.

* Noter par un trait la hauteur atteinte par le saiyauis noter la couleur de chaque tache

obtenue (Motten, 2004).



Résultats & Discussion




1. Recherche du genré&pirulina dans différents biotopes
Dans ce présent travail, nous av@aminé I'ensemble des échantillons prélevésta das
eaux douces, des eaux salines et des eaux theymatesle but de rechercher, isoler puis cultieer |

genreSpirulina.

1. 1. Examen des échantillons des eaux douces :
1. 1. 1. Observations microscopiques :
Les caractéres morphologigues dasalyactéries dominantes observées dans les étdramtil
des eaux douces sont présentés dans le tableau 11 :

Tableau 11 caractéres morphologiques des cyanobactériesnpedse

Caracteres morphologiques des
cyanobactéries dominantes
Couleur des colonies : verte

Sites de prélévement,  Echantillon

Lac Tonga Eau de surface Diamétre des colonies : 25-40um
Diametre des cellules : 1-1.5um
Gaine : mucilage incolore

Pseudovacuoles : nombreuses

Couleur des colonies : verte
Diametre des colonies : 20-40um
Lac Noir Eau de surface | Diamétre des cellules : 1um
Gaine : mucilage incolore

Pseudovacuoles : nombreuses

Couleur des colonies : verte
Diametre des colonies : 30um
Lac Bleu Eau de surface | Diamétre des cellules : 1um

Gaine : mucilage incolore

Pseudovacuoles : nombreuses

» Discussion:
D’aprés les résultats mentionnéc@demment (tableau 11), nous pouvons conclureegie
caractéres morphologiques correspondent aux cyat@hes du genrdlicrocystis.
Dans les échantillons prélevés a partir des eauga$o(lac Tonga, lac Bleu et lac Noir), il se
pourrait que le genr&pirulina existe en trés faible proportion, mais nous n'av@as réussi a
I'observer. Pour cela nous avons réalisé diff@sitapes d’enrichissement dans le but de favdaser

croissance du genfpirulina,si celui-ci se trouve dans I'échantillon.



1. 1. 2. Enrichissement sur le milieu BG11 :
Le milieu BG11 permet aussi la crargse et le développement du geS@ruling si les
échantillons prélevés a partir des eaux douceseror@nt ce genre (méme en tres faible proportion).
Les résultats des dmnsgements sur le milieu BG11 des échantillonsepéd a partir des eaux
douces et ce aprés une période d’'incubation deurs,jsont présentés dans le tableau 12 et lesgphot
let2:

Tableau 12résultats de I'enrichissement des échantillonsedes douces sur
le milieu BG11

Caracteres morphologiques des
Sites de prélevement Milieu BG11 cyanobactéries dominantes
apres enrichissement

Couleur des colonies : verte

Diametre des colonies : 80um
Liquide (pH 7) Diamétre des cellules : 1um.
Gaine : mucilage incolore

Pseudovacuoles : nombreuses
Lac Tonga Couleur des colonies : verte

Diametre des colonies : 40-1004m
Liquide (pH 10) Diametre des cellules : 1um
Gaine : mucilage incolore

Pseudovacuoles : nombreuses

Solide (pH 7) Petites colonies vertes

Couleur des colonies : verte
Diametre des colonie : 120um
Lac Noir Liquide (pH 7) Diamétre des cellules : 1um
Gaine : mucilage incolore

Pseudovacuoles : nombreuses




Tableau 1 (suite:

Caracteres morphologiques des
Sites de prélévement Milieu BG11 cyanobactéries dominantes
apres enrichissement

Couleur des colonies : verte

Liquide (pH 10) Diametre des colonies : 125um
Lac Noir Diametre des cellules : 1um
Gaine : mucilage incolore

Pseudovacuoles : nombreuse

Solide (pH 7) Petites colonies vertes

Couleur des colonies : verte
Diametre des colonies : 50-65um.
Liquide (pH 7) Diametre des cellules : 1um.
Gaine : mucilage incolore

Lac Bleu Pseudovacuoles : nombreuses

Couleur des colonies : verte
Diametre des colonies : 70um
Liquide (pH 10) Diamétre des cellules : 1um
Gaine : mucilage incolore

Pseudovacuoles : nombreuses

Photo 1 : culture deMicrocystis sp. sur milieu Photo 2 : culture dMlicrocystis sp. sur milieu
BG11 (lac Tonga) BG11 (lac Noir)



» Discussion :

D’apreés les résultats des enrichissements (taldl2pdes différents échantillons prélevés a partir
du lac Tonga, du lac Bleu et du lac Noir, nous memans la croissance et le développement d’un seul
genre de cyanobactéries qui kBtrocystis(Chroococcales), sur le milieu BG11 (pH 7 et pH. 10)

Les difféerentes étapes d’enrichissement résgisérec le milieu BG11 liquide et solide, n’ont pas

permis le développement du ge®@rulina

1.1. 3. Conclusion:
Nous pouvons conclure que les échangliprélevés a partir des eaux douces (lac Toaga, |
Noir et lac Bleu), avant et apres enrichissementesmilieu BG11liquide (pH 7 et pH 10) et solige

renferment pas le genre recher@pérulina

1. 2. Examen des échantillons des eaux salines :
1. 2. 1. Observations microscopiques :
Les caractéres morphologiques dganobactéries dominantes observées dans les
échantillons des eaux salines, sont présentédeltaisieau 13 :

Tableau 13 :caracteres morphologiques des cyanobactéries pedsen

Caracteres morphologiques des
cyanobactéries dominantes
Couleur des colonies : verte

Sites de prélévement Echantillon

Diametre des colonies : 45um
Eau de surface
(marais salant) Diametre des cellules : 1-1.5um
Gaine : mucilage incolore

Pseudovacuoles : nombreuses

Sebkha de Ain M'lila Trichome : vert
(eau continentale) Diametre : 16pum
Sol Longueur : 250um

(crodtes riches en

Gaine : présente, épaisse
algues vertes) P b

Hormogonies : présente
Pseudovacuoles : absentes
Akinétes : absents

Hétérocystes : absents




A4

Caracteres morphologiques des
cyanobactéries dominantes
Couleur des colonies : verte

Sites de prélévement Echantillon

Diameétre des colonies : 65-100um
Eau de surface Diametre des cellules : 1um
Gaine : mucilage incolore
Pseudovacuoles : nombreuses

Lac El-Mellah
(lagune) Couleur des colonies : verte

Diametre des colonies : 25-80um
Touffes d’algues vertes Diametre des cellules : 1-1.5um
Gaine : mucilage incolore

Pseudovacuoles : nombreuses

» Discussion :

En fonction des résultats mentionnés précédemntedplieéu 13), nous pouvons conclure que,
les caractéres morphologiques observés correspbadarprésence des cyanobactéries appartenant au
genreMicrocystisdans les échantillons prélevés a partir du lac Elldh (eau de surface et les touffes
d’algues) et de la Sebkha de Ain M’lila (échantilld’eau de surface). Cependant nous avons noté la
présence de cyanobactéries filamenteuses apparangenrd.yngbyadans le cas des échantillons de
sol prélevés de la Sebkha de Ain M’lila.

Comme le genr&pirulina peut étre benthique, il est fortement possible elerdtrouver
notamment dans les échantillons de sol prélevésta ge Sebkha de Ain M’lila et les touffes d’aégu
vertes prélevées de lac EI-Mellah. Pour cela noossprocédé a différentes étapes d’enrichissement

des échantillons sur milieu BG11 liquide et soligi, vont permettre la croissance du geBpéaulina.

1. 2. 2. Enrichissement sur le milieu BG11 :
1. 2. 2. 1. Echantillons de la Sebkida Ain M’lila :
= Echantillon d’eau :
Les résultats des enrichissements dédilon d’eau de surface de la Sebkha de AiniM’ |

apres une période d’incubation de 15 jours, scdggutés dans le tableau 14 :



Tableau 14 :résultats de I'enrichissement de I'’échantillon d'ea

Caracteres morphologiques des
Milieu BG11 cyanobactéries dominantes
apres enrichissement

Couleur des colonies : verte

Liquide (pH 7) Diametre des colonies : 20-160um

Diametre des cellules : 1-1.5um
Gaine : mucilage incolore

Pseudovacuoles : nombreuses

Couleur des colonies : verte
Liquide (pH 10) Diameétre des colonies : 50-110m
Diametre des cellules : 1-1.5um
Gaine : mucilage incolore

Pseudovacuoles : nombreuses

= Echantillons de sol :
Les résultats de I'enrichissement desgtilons de sol (croltes d’algues) de la Sebkh&ide
M’lila aprés une période d’incubation de 15 jowssnt présentés dans le tableau 15 et les photbs 3,

(coloration avec lugol), 5 et 6 :

Tableau 15résultats de I'enrichissement des échantillonstle s

N Caracteres morphologiques des
Milieu BG11 cyanobactéries dominantes aprés
enrichissement

Trichome : vert

Diameétre : 16um
Longueur : 120pm-1.5mm
Liquide (pH 7) Gaine : présente, épaisse
Hormogonies : présents
Pseudovacuoles : absentes
Akinétes : absents

Hétérocystes : absents

Couleur des colonies : verte
Diametre des colonies : 80-200pum
Liquide (pH 10) Diametre des cellules : 1-1.5um
Gaine : mucilage incolore

Pseudovacuoles : nombreuses
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Photo 3 Lyngbya sp. (Sebkha de Ain M’lila) Photo 4Lyngbya sp. (Sebkha de Ain M’lila)

Photo 5 : culture dd_yngbya sp. sur milieu Photo 6 : culturde Lyngbya sp. sur milieu
BG11 (pH 7) BG11 (pH 10)

1.2.2.2. Lac El-Mellah :
Les résultats de I'enrichissemerst éehantillons prélevés a partir du lac El-Mellghéa une
période d’incubation de 15 jours, sont présentés tatableau 16 :



Tableau 16 résultats de I'enrichissement des échantillonsadiEl-Mellah.

Echantillon Milieu BG11

Caractéres morphologiques des
cyanobactéries dominantes apres
enrichissement

Liquide (pH 7)

Echantillon d'eau

Couleur des colonies : verte
Diametre des colonies : 50-135um
Diameétre des cellules : 1um
Gaine : mucilage incolore

Pseudovacuoles : nombreuses

Liquide (pH 10)

Couleur des colonies : verte
Diameétre des colonies : 20-110pum
Diameétre des cellules : 2.5-3um
Gaine : mucilage incolore

Pseudovacuoles: nombreuses

Solide (pH 7)

Petites colonies vertes

Liquide (pH 7)

Touffes d’algues
vertes

Couleur des colonies : verte
Diameétre des colonies : 20-200pum
Diametre de cellule : 1-2.5um
Gaine : mucilage incolore

Pseudovacuoles : nombreuses

Liquide (pH 10)

Couleur des colonies : verte
Diametre des colonies : 150um
Diametre des cellules : 2.5um
Gaine : mucilage incolore

Pseudovacuoles : nombreuses

+ Discussion:

Les résultats des enrichissements des échantdiesmsaux salines sur le milieu BG11 (pH 7 et
pH 10), montrent la croissance et le développenmah seul genreMicrocystis a partir des
échantillons prélevés de lac EI-Mellah (eau deasariet touffes d’algues vertes) et de la Sebkhsirde

M’lila (échantillon d’eau de surface).

Cependant nous avons observé la saoce et le développement des gerrgsgbya

(Oscillatoriales) eMicrocystis(Chroococcales) dans le cas des échantillons Ide&evés a partir de

la Sebhka de Ain M’lila.

Concernant le genteyngbya,le milieu BG11 (pH 7 et pH 10) a permis un dévekpent

massif de ce genre, méme apres deux moins d’inouisafphotos 5 et 6).




Les différentes étapes d’enrichissemeniséad avec le milieu BG11 liquide et solide, n'ont
pas permis la croissance du geSparulina

1. 2. 3. Conclusion:
D’aprés les résultats obtenus, nous g@osivconclure que les échantillons d’eau et de sol
prélevés a partir des eaux salines (lac El-MeltaBebkha de Ain M’lila) avant et apres les étapes
d’enrichissement sur le milieu BG11 (pH 7 et pH, 1@ renferment pas le genre recheigpiéulina

1. 3. Examen des échantillons des eaux thermales :
1. 3. 1. Observations microscopiques :
Les caractéres morphologigues desalyactéries dominantes observées dans les étdramtil

des eaux thermales, sont présentés dans le tableztua figure 2 (photo B : coloration avec lugol)

Tableau 17 :caractéres morphologiques des cyanobactériesrpesse

Caracteres morphologiques des

Sites de prélevement Echantillon - :
cyanobactéries dominantes

Couleur des colonies : verte
Sources thermales de

Guelma Eau de surface | Diamétre des colonies : 80-120um.
Diameétre des cellules : 1um.
Gaine : mucilage incolore

Pseudovacuoles : nombreuses

Trichome : Spiralé

Sources thermales de Couleur - vert
Guelma Eau de surface | Diametre : 2um

Longueur : 120-130pum

Pseudovacuoles : absentes

Akinétes : absents

Hétérocystes : absents

Sources thermales de| Eau de surface | Absence de caractéres morphologiques
Constantine




Figure 3 : morphologie deSpirulina subsalsa (A et B) (sources thermales de Guelma)

» Discussion:

D’aprés les résultats des observations microscepigles échantillons des eaux thermales
(tableau 17), nous pouvons conclure que les caesct@orphologiques observés correspondent aux
cyanobactéries appartenant aux genmgiicrocystis (Chroococcales) etSpirulina subsalsa
(Oscillatoriales), dans les échantillons d’'eau grés a partir des sources thermales de la région de
Guelma.

La présence de I'espeBpirulina subsalsalans les échantillons d’eau de surface de Guelma,
est certainement due a la température élevée (TPERTCe résultat va dans le méme sens que I'étude
de Ballot (2004) ; dans laquelle I'espé&sgirulinesubsalsaa été trouvé dans plusieurs sources d’eaux
chaudes dans le monde, a des températures supéreef0°C.

Dans le cas des échantillos des ssutermales de Constantine, nous avons noté I'absen
totale de cyanobactéries.

Concernant les échantillons des soucbesides de Guelma, nous avons procédé a plusieurs
etapes d’isolement sur différents milieux de cdtsélectifs, dans le but de sélectionner spéciicpun

le genreSpirulinaet permettreson développement.

1. 3. 2. Enrichissement :
1. 3. 2. 1. Echantillons des sourcé®tmales de Guelma :
» Technique par sélection aux antibiotiques :
Les résultats de I'enrichissement @elsantillons des sources thermales de Guelma $zlon

technique par sélection aux antibiotiques, sorggrtes dans le tableau 18 :



Tableau 18 isolement par sélection aux antibiotiques

Milieux de
culture

Numéros des
flacons

Aspects des
cultures

des cultures

BG11 liquide
pH 8

Flacon n®° 1

Aspect verdatre da
au développement
des cyanobactéries

Bactéries eMicrocystis

Flacon n® 2

Aspect blanchatre d
a un développement
bactérien

7

Bactéries

Flacon n°® 3

Aspect blanchatre d
a un développement
bactérien

—

Bactéries

Flacon n® 4

Aspect blanchatre d
a un développement
bactérien

—

Bactéries

Flacon n®° 5

Aspect blanchatre d
au déeveloppement
bactérien

7

Bactéries

BG11 liquide
pH 9

Flacon n°® 1

Aspect blanchatre d
au déeveloppement
bactérien

7

Bactéries

Flacon n® 2

Aspect blanchatre d
a un développement
bactérien

—

Bactéries

Flacon n°® 3

Aspect blanchatre d
a un développement
bactérien

—

Bactéries

Flacon n® 4

Aspect blanchatre d
au developpement
bactérien

=

Bactéries eMicrocystis

Flacon n®° 5

Aspect blanchatre d
a un développement
bactérien

=

Bactéries

Milieu " Spir"
liquide

Flacon n® 1

Aspect blanchatre d
a un développement
bactérien

!Bactérie et guelques
champignons

Flacon n® 2

Aspect blanchatre d
a un développement
bactérien

—

Bactéries

Flacon n°® 3

Aspect blanchatre d
a un développement
bactérien

=

Bactéries

Flacon n® 4

Aspect blanchatre d
au déeveloppement
bactérien

=

Bactéries eMicrocystis

Flacon n®° 5

Aspect blanchatre d
a un développement
bactérien

—

Bactéries

Flacon n° 1

Aspect verdatre da
au développement

Bactéries eMicrocystis

des cyanobactéries

Observations microscopiques




BG11 liquide
pH 8.5

Flacon n® 2

Aspect blanchatre d
a un développement
bactérien

T . , .
Microcystis +bactéries et
levures

Flacon n°® 3

Aspect blanchatre d
a un développement
bactérien

!Bactérie et guelques
champignons

Flacon n°® 4

Aspect blanchatre d
a un développement
bactérien

I
Bactéries eMicrocystis

Flacon n®° 5

Aspect blanchatre d
a un développement
bactérien

I
Bactéries eMicrocystis

Milieu Jourdan
liquide pH 8.5

Flacon n®° 1

Aspect blanchatre d
a un développement
bactérien

—

Bactéries

BG11 liquide
pH 8

Flacon n®° 1

Aspect blanchatre d
a un développement
bactérien

I L .
Bactéries et champignons en
surface

Flacon n® 2

Aspect verdatre di &
un développement
des cyanobactéries

|
Bactéries eMicrocystis

Flacon n® 3

Aspect jaunatre di
au déeveloppement
des cyanobactéries

Bactéries eMicrocystis

BG11 liquide
pH 9

Flacon n®° 1

Aspect verdatre di &
un développement
des cyanobactéries

1
Bactéries eMicrocystis

Flacon n® 2

Limpide

Champignons en surface

BG11 liquide
pH 9

Flacon n°® 1

Aspect blanchatre d
a un développement
bactérien

=

Bactéries eMicrocystis

Flacon n® 2

Aspect blanchatre d
a un développement
bactérien

I
Bactéries et champignons

Flacon n°® 3

Aspect blanchatre d
a un développement
bactérien

—

Bactéries

Flacon n® 4

Limpide

Champignons noirs en surface

Flacon n° 5

Aspect blanchatre d
a un développement
bactérien

—

Champignons dans le liquide

Flacon n°® 6

Aspect blanchatre d
a un développement
bactérien

I
Bactéries et champignons

Flacon n°® 7

Limpide

Mycélium blanchatre dans le

liquide

Dans le tableau 19, nous avons ptédes concentrations en antibiotiques pour ldsesgike

genreMicrocystisa résisté :



Tableau 19 résistance du genMicrocystisaux différents antibiotiques

Milieux de culture AntibiOtiqueS Concentrationsen mg / 100 ml
BG11 liquide (pH 8) Penicilline G 34.96
Chloramphénico 3.49
BG11 liquide (pH 9) Penicilline G 4.52
Chloramphénico 0.45
. e Penicilline G 4.52
Milieu " Spir" liquide
et = spirigul Chloramphénico 0.45
BG11 liquide (pH 8.5) Penicilline G 2.17,4.52,17.82 et 34.96
Chloramphénico 0.27, 0.45, 1.780 et 3.490
- Penicilline G 51.45
BG11 liquide (pH 8
'quide (pH 8) Chloramphénico 5.14
BG11 liquide (pH 9) Penicilline G 51.45
Chloramphénico 5.14
o Amoxicilline 25.72
BG11 liquide (pH 9) Céfazoline 25.72
Chloramphénico 5.14
BG11 liquide (pH 9) Streptomycine 40
Chloramphénico 5

» Discussion :

Les résultats des enrichissements des échantilleassources thermales de Guelma selon la
technique de sélection aux antibiotiques, monttentroissance du genmdicrocystis dans certains
flacons. Cependant nous n’avons noté aucun dévetoppt de I'espec8&pirulina subsalsasur les
différents milieux de culture employés.

La croissance du genMicrocystis a été observée dans les milieux de culture avec de
concentrations en antibiotiques allant de 2.17 .4%ing / 100 ml la pénicilline G, et de 0.27 a 5.14
mg / 100ml pour le chloramphénicol.

» Technique par ensemencement sur milieu BG11 aprésvage des filaments :
Les résultats de I'enrichissement ddsagtillons d’algues des sources thermales de Guelma
selon la technique par ensemencement sur milieulB(pies lavage des filaments, sont présentés dans
le tableau 20 :

Tableau 20 :isolement par ensemencement sur milieu BG11 dgvage des filaments

Milieux de Numeéros des Aspects des Observations microscopiques
culture flacons cultures des cultures
Aspect blanchatre di
Flacon n® 1 a un développemen Champignons en surface
des champignons
BG11liquide Aspect verdatre du & A . .
pH 9 Flacon n° 2 un développement Bacteries eMicrocystis
des cyanobactéries
Flacon n° 3 Limpide Myceélium blanchatre dans le
liquide




» Discussion :
Les résultats obtenus de I'enrichissgnselon la technique par ensemencement sur milieu
BG11 apres lavage des filaments obtenus, sontasiesla ceux observés avec la technique précédente.
La croissance du genkdicrocystis sa été observée dans les milieux de culture aesc d
concentrations en antibiotiques suivantes : amiineil 25.72 ; céfazoline : 25.72 et chloramphéhico
5.14 mg/100ml de milieu de culture.
* Technique par ensemencement sur eau carbonatée dasusces thermales de
Guelma apres lavage des filaments :
Les résultats de I'enrichissement éelsantillons d’algues de sources thermales de Guelm

selon latechnique par ensemencement sur milieu a base darhonatée aprés lavage des filaments,
sont présentés dans le tableau 21 :

Tableau 21 isolement par ensemencement sur eau thermale dem&apres lavage des filaments

Milieux de Numeéros des Aspects des cultures | Observations microscopiques
culture flacons des cultures

Flaconn®1 | |impide

Eau carbonatée Myceélium blanchéatre dans le liquide

de Guelma . Aspect blanchéatre di
Flacon n®2 | 3 un développement
des champignons

Bactéries et champignons

» Discussion:

Les résultats de I'enrichissement selon la techmigar ensemencement sur milieu a base
carbonatée de sources thermales de Guelma apeggldes filaments obtenus, sont similaires a ceux
obtenus avec la technique précédente, en revarmlge avons remarqué I'absence de croissance du
genreMicrocystisde méme que pour I'espégpirulina subsalsa

* Isolement sélectif aux antibiotiques :
Les résultats de I'enrichissement éesantillons des sources thermales de Guelma $&lon
techniquad’isolement aux antibiotiques avec séries de dihgj sont présentés dans le tableau 22 :

Tableau 22 :isolement aux antibiotiques avec séries de dilgtion

Milieux de Numéros des | Observations microscopiques
culture tubes des cultures
Absence de croissance @&pirulina
subsalsa
o 146 Présence de coloni_e ddicrocystis
BG11 liquide Présence de yoéliums blanchatre
pH 9 en surface
146 ldem
146 ldem




> Discussion

Les résultats de I'enrichissement selon la technidfisolement aux antibiotiques avec séries

de dilutions, sont similaires a ceux obtenus aves techniques précédentes: absence de

développement d8pirulina subsalsa.

Technique par ensemencement sur milieu alcalin et iieux a base d’'eau de

mer :

Les résultats de I'enrichissement égsantillons d’algues des sources thermales dénaue

selon latechnique par ensemencement sur milieu alcalinletux a base d’eau de mer, sont présentés

dans le tableau 23 :

Tableau 23 isolement par ensemencement sur milieu alcaliniletur a base d’eau de mer

Milieux de Numeéros des Aspects des Observations microscopiques
culture flacons cultures des cultures
= Dégénérescence des filaments |de
Flacon n°1 et 3 | Aspect verdatre dij Spirulina subsalsa
a un développement Développement trés dense des bactéries
bactérien photosynthétiques.
Milieu MN = Filaments de Spirulina subsalsa
Flacon n° 2, 4 et 5| Aspect verdatre d| devenus tres fins et moins verts
a un développements= Présence de colonie dcrocystis
bactérien = Croissance sur les parois de bactéries
photosynthétiques
Milieu a base = Mort et dégénérescence des filamegnts
d'eau de mer | Flacon n® 1, 2, 3, 4} Aspect verdatre di| deSpirulina subsalsa
enrichie en : et5 a un développement= Développement léger de bactérjes
FeSQ, NaNG;, bactérien photosynthétiques
Ko,HPO, = Formation de spores de champignon$
Milieu a base = Absence compléte des filaments verts
d'eau de mer | Flacon n° 1, 2, 3, 4| Limpides = Croissance de champignons
enrichie en : et5
FeSQ, Urée,
KoHPO,4
= Dégénérescence des filaments |de
Eau Flacon n° 1, 2, 3, et Aspect verdatre du| Spirulina susalsa
carbonatée de 4 a un développement= Formation de spores de champignons et
Guelma bactérien croissance légere de  bactérjes
pH 9 photosynthétiques

> Discussion :

Les résultats de I'enrichissement des écliamgi des eaux thermales de Guelma selon la

technique d’isolemenpar ensemencement sur milieu alcalin et milieuxagebd’eau de mer (tableau

23), nous montrent un développement trés denseaderies, de champignons et de levures dans la

plupart des flacons.



Nous avons observé une dégénéresat une mort des filaments verts du g&piulina,

et ce malgré I'utilisation de milieux de cultureésgiques pour le genr8pirulina En revanche la

croissance du genMicrocystisa été observée dans certains flacons.

1. 3. 2. 2. Echantillons des sources chaudes dedgion de Constantine :

Les résultats de I'enrichissement @elsantillons des sources thermales de Constastome,

présentés dans le tableau 24 :

Tableau 24 résultats de I'enrichissement des échantillonswd’'ea

Milieux de culture | Numéros des Aspects des Observations microscopiques
flacons cultures des cultures

Sﬁ%l liquide Flacon n° 1 Limpide Absence de culture

Slfllt liquide Flacon n° 2 Limpide Absence de culture

» Discussion :

D’apres les résultats de I'enrichiseatnde I'échantillon d’eau prélevé a partir de sear
thermales de la région de Constantine, nous avote lfabsence de développement de formes de
cyanobactéries, malgré la nature carbonatée de eatt (concentration en bicarbonate : 200 mg/l), et
sa température (T=28 °C et pH 7.7).

1. 3. 3. Conclusion :

Les résultats des observations micaisces des échantillons des eaux thermales, oélérév
présence d&piruluna subsalsaélangée avec d’autres cyanobactéries filamerdedsas I'ensemble
des échantillons d’eau de surface prélevés a phasisources thermales de la région de Guelma.

Les différentes techniques et les s d’enrichissement réalisées sur des miliewoutlere
spécifiques (milieu BG11 a différents pH, milieugain et milieux a base d’eau de mer), en utilisan
chaque fois plusieurs solutions d’antibiotiquescastes concentrations, n'ont pas permis la croissanc
de I'espéceSpirulina subsalsa.

Ces resultats montrent bien que l'ofibendes cultures axéniques a partir des échamillo

récoltés dans la nature; reste une étape trésikdiféi réaliser.



2. Culture de Arthrospira sp. PCC8005 :
2. 1. Objectifs du travail :
Dans le cadre de notre étude, noossavealisé la culture de la soudhghrospiorasp. PCC
8005 sur différents milieux (milieux classiquesnaitieux composés d’eaux carbonatées de sources
thermales de Guelma et de Constantine).Le but étant

= Etudier la croissance d&throspiorasp. PCC 8005 sur les deux types de milieux de
culture mentionnés précédemment.

= Extraire et doser les différents pigments photds$tiques notamment la
phycocyanine et la chlorophylle "a".

= Caractériser les autres pigments photosynthétiques.
2. 2. Examen microscopique :
Les résultats de I'observation microscopique deotulum de la souchArthrospira sp.

PCCB8005, sont présentés dans le tableau 25 guief2 (photo D : coloration avec lugol) :

Tableau 25 : aracteres morphologiques Aehrospirasp. PCC 8005.

Souche Ordre Caracteres morphologiques

Trichome : en spires trés ouvertes
Couleur : vert

Diametre : 4 um

Arthrospirasp PCC 8005| Oscillatoriales| | ongueur : 115um

Parois intercellulaires : visibles, granulés

Akinétes : absents

Hétérocystes : absents

D’aprés les résultats du tableau 22, nous avonstatgnque nos observations se rapprochent des celle

rapportés par lltis (1970), Compére (1974), FOXO@%®t Castenholz (2001), dans leurs études sur la
morphologie dérthrospira



Figure 4 : morphologie deArthrospira sp. PCC 8005 (A, B, C et D).

2. 3. Etude de la croissance deArhtrospira sp. PCC 8005 sur les milieux de
culture classiques :
2. 3. 1. Croissance dArthrospira sp. PCC 8005 sur le milieu BG11 :
Les résultats de la culture Aehrospirasp. PCC 8005sur le milieu BG11 pour une période

d’incubation de 27 jours et sous lumiere contiraosit représentés dans la photo 7 et le graphe 1 :



Photo 7 : culture deArthrospira sp. PCC 8005 sur le milieu BG11 (pH 9.5)

On observe a l'oeil nu (photo 7), daeculture de la souch&rthrospirasp. PCC 8005ur le
milieu BG11 est de couleur vert foncé, avec un ippement trés dense. Ceci est di essentiellement

au pH alcalin du milieu.
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Graphe 1 : croissance dérthrospira sp. PCC 8005 sur le milieu BG11
L’Examen du graphe 1, nous montre que les deuxbesuide croissance de la souche
Arthrospirasp. PCC 8005 sont similaires dans les deux flagogisB.
On observe une croissance continue damervalle de temps allant de 3 a 21 jours

d’incubation, au dela de 21 jours, la croissantantd dans les deux flacons.



Le ralentissement de la croissance e&ptigué par la diminution ou I'épuisement de la
concentration de la source du carbone (Nak)Glans le milieu BG11.
2. 3. 2. Croissance dArthrospira sp. PCC 8005 sur le milieu "Spir" :
Les résultats de la culture Aiehrospirasp. PCC 8005sur le milieu” Spir" pour une période

d’incubation de 27 jours et sous lumiere contiraost représentés dans la photo 8 et le graphe 2 :

Photo 8 : culture deArthrospira sp. PCC 8005 sur le milieu "Spir"

La photo 8, montreeda culture deArthrospira sp. PCC 8005 sur le milieu "Spir",

est de couleur vert foncé, caractérisée par unla@vement massif dans les deux flacons A et B.
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Graphe 2 : croissance dérthrospira sp. PCC 8005 sur le milieu "Spir"



Les résultats du graphe 2, montrent que les deuxbes de croissance dethrospira sp.
PCCB8005 dans les deux flacons (A et B) du miligpir'Ssont différentes.

Dans le flacon A, la croissance esttioole durant toute la période d’incubation (27 guen
revanche, nous avons remarqué que la croissandaugirau bout de 21 jours d’incubation dans le

flacon B.

2. 3. 3. Croissance dArthrospira sp. PCC 8005ur le milieu Zarrouk :
Les résultats de la culture Aghrospira sp. PCC 8005sur le milieu Zarrouk pour une
période d’incubation de 27 jours et sous lumiéretiooe, sont représentés dans la photo 9 et le

graphe 3 :

1

Zarrouk I Zarrouk |h.

Photo 9 : culture deArthrospira sp. PCC 8005 sur le milieu Zarrouk (pH 9.5)

On observe a l'oeil nu, que le développeet de la souchArthrospira sp. PCC8005 sur le

milieu Zarrouk est trés dense, d’'une couleur vanté.
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Graphe 3 : croissance dérthrospira sp. PCC 8005 sur le milieu Zarrouk

Il ressort du graphe 3, que l'alluesdleux courbes de croissanceAd#rospirasp. PCC8005
sur le milieu Zarrouk, sont similaires dans lesxd#éacons A et B.

Cependant nous avons noté que la beenabtenue dans le flacon A pour une période
d’incubation de 27 jours, est nettement supériaurelle observée dans le flacon B du milieu Zarrouk

2. 3. 4. Discussion :
Les résultats de I'étude de la croissance de lahgArhtrospirasp. PCC 8005 sur les difféerents
milieux de culture classiques, montrent que lassamnce de la souche sur les milieux BG11, "Spir"et
Zarrouk est pratiguement similaire. Ceci est diemissllement au pH alcalin commun entre ces

différents milieux, ainsi que les concentrationgarbonates et en nitrates (§O

2. 4. Etude de la croissance dérhtrospira sp. PCC 8005%ur eaux carbonatée de
sources thermales :
2. 4. 1. Croissance derthrospira sp. PCC 8005 sur milieu a base d’eau
thermale de Guelma :
Les résultats de la culture Aiehrospirasp.PCC 8005 sur le milieu a base d’eau carbonatée de
sources thermales de Guelma pour une période dhatimn de 27 jours et sous lumiére continue, sont
représentés dans la photo 1G (8au carbonatée de sources thermales de GuelnaaG carbonatée

de sources thermales de Gueblim#] 9.5) et les graphes 4 et 5 :



Photo : culture de Arthrospira sp. PCC8005 sur milieu a base d’eau

carbonatde sources thermales de Guelma.

D’aprés la photo 9, nous remarquone lgucroissance darthrospira sp. PCC 8005 sur le
milieu a base d’eau carbonatée de Guelma (pH 6sf)plus importante (développement trés dense)
comparée a celle du milieu a base d’eau carbomatieeelle de Guelma. Ceci est probablement di au

pH alcalin.
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Graphe 4 : croissance dethrospira sp. PCC 8005 sur milieu a base d’eau carbonatée

de sources thermahis Guelma.



D’aprés les résultats du graphe 4isnemarquons que les deux courbes de croissance de
Arthrospirasp. PCC 8005 dans les deux flacons A et B, samtasies pour une période d’'incubation
de 3 a 12 jours. Au dela de 12 jours, la croissalecka souche dans le flacon A, s’accélere just@i'a
jours, puis ralentit au bout de 24 jours d’incubati

Cependant une période de ralentissed®roissance est observée dans le flacon B &8tre
et 21 jours d’incubation, au dela la croissancecgkere.

Il est a noter que la biomasse fifale bout de 27 jours d’incubation), est pratiqueiria

méme dans les deux flacons A et B.
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Temps (jours)

Graphe 5 : croissance dérthrospira sp. PCC 8005 sur milieu a base d’eau carbonatée

(pH 9.5) de sources thermealde Guelma

A partir du graphe 5, nous remarguons que les deurbes de croissance Aehrospirasp.
POC8005 dans les deux flacons A et B, sont sireapoour une période de 3 a 12 jours d’incubation.
Au-dela, une période d’accélération de croissasteleservée dans les deux flacons ; et cette @sise
plus importante dans le flacon A que dans le flaBon

La croissance de la souche dimidaes le milieu a base d’eau carbonatée de Gugiia (
9.5), au bout de 19 et 24 jours dans les deuxrikéoet B respectivement.



» Discussion :

D’aprés les résultats obtenus, nous concluons ajeeocissance dArthrospira sp. PCC 8005
sur le milieu a base d’eau carbonatée (pH 9.5)odeces thermales de Guelma est relativement plus
importante que dans I'eau carbonatée naturelle. €edl principalement a la différence dans lawal
du pH entre ces deux milieux.

Ces résultats sont comparables atdia études qui ont été effectuées par: Fox, 1999
Carvalhoet al., (2002), Vonshalet al, (1982) et Jourdan (2006). Ces études ont patenisontrer que
la croissance optimale dathrospiraest obtenue a un pH de 9.5.

2. 4. 2. Croissance dArthrospira sp. PCC 8005%ur milieu a base d’eau
thermale de Constantine :
Les résultats de la culture Aiehrospira sp. PCC8005sur le milieu a base d’eau thermale de
Constantine pour une période d’'incubation de 27sj@ous lumiére continue, sont représentés dans la
photo 10 (G: eau carbonatée de sources thermales de Consta@ineau carbonatée de sources

thermales de ConstantiagH 9.5) et les graphes h6 et 7 :

Photo 10 : culture dirthrospira sp. PCC 8005 sur le milieu a base d’eau

carboiat de sources thermales de Constantine

D’aprés la photo 10, on observixdil Inu que la croissance dethrospirasp. PCC 8005 sur
l'eau carbonatée (pH 9.5) de sources thermales alest@ntine est comparable a celle de I'eau
carbonatée naturelle ; caractérisée par un dévetoppt massif, de couleur vert foncé dans les deux
milieux.

Dans le cas de I'eau carbonatée de Constantinggriiantation du pH n’a pas amélioré la

croissance de la souchethrospirasp. PCC 8005.



1,4

1,2

—e— Eau thermale de
0,8 %J Al Constantine A
0,6 —=— Eau thermale de

Constantine B

DO

0,4

0,2

O I I I I I I I
3 6 9 12 15 19 21 24 27

Temps (jours)

Graphe 6 : croissance d&rthrospira sp. PCC 8005 sur le milieu a base d’eau carbonatée
de sources therraalde Constantine.

D’aprés les résultats du graphe @sn@marquons que les deux courbes de croissante so
similaires dans les flacons (A et B) contenant lkeon a base d’eau carbonatée des sources thermales
de Constantine, durant toute la période d’inculbaf®Y jours).

On observe une croissance contintie eme période de 3 a 24 jours d’incubation, da e
croissance ralentit dans les deux flacons A et B.

1
0,9 -
0.8 — \.\
0,7 / \ —e— Eau thermale
0,6 de Constantine
Q 05" N (PH9,5) A
0,4 1
Eau thermale
0,3 1 P de Constantine
0,2 // (PH 9,5) B
0,1
O I I I 1 1 1
3 6 9 12 15 19 21 24 27
Temps (jours)

Graphe 7 : croissance dérthrospira sp. PCC 8005 sur milieu a base d’eau carbonatée

(pH 9.5) de sources thegles de Constantine.



D’aprés le graphe 7, nous remarquons gsieléux courbes de croissanceAdiirospirasp. PCC
8005 sur le milieu a base d’eau carbonatée (pHdeSources thermales de Constantine (flacons A et
B), sont similaires pour une période de 27 jounsatibation.

Nous avons noté que I'optimum de la croissanc@derospira sp. PCC 80005 sur le milieu a
base d’eau carbonatée de Constantine (pH 9.5pbsstrvé au bout de 21 jours d’'incubation dans les

deux flacons A et B, suivi d’'une diminution de asance .

» Discussion :

La croissance ddérthrospira sp. PCC 8005 sur les deux milieux a base d’eauonatbe de
sources thermales de Constantine (naturelle et pH €st pratiquement identique.

Lorsque nous avons augmenté le pH e&ul’carbonatée de Constantine, nous n'avons pas
remarqué une amélioration notable de la croissance.

En plus, pour le milieu a base d'eatbcnatée (pH 9.5), nous remarquons une phase de
dégénérescence au dela d'une période de 21 jonubdation ; ce qui n'a pas été observé dans le cas
de I'eau carbonatée naturelle.

2. 5. Etude comparative entre les biomasses obtersugans les sept
milieux de culture :
Les moyennes de la DO Akghrospira sp. PCC8005 obtenues apres une période de 19 jours

d’incubation, sont présentées dans le tableau 26 :

Tableau 26 biomasses obtenues apres 19 jours d’incubation

Milieux de culture Moyenne de la DO a 19 jours
d’incubation
Milieu a base d’eau carbonatée (pH 9.5) de Guelma 0.92
Milieu BG11 (pH 9.5) 0.83
Milieu Zarrouk (pH 9.5) 0.81
Milieu "Spir" (8.7) 0.77
Milieu a base d’eau carbonatée (pH 9.5) de Constant 0.74
Milieu a base d’eau carbonatée de Guelma 0.68
Milieu a base d’eau carbonatée de Constantine 0.69

La culture darthrospirasp. PCC 8005 dans les milieux avec pH 9.5 donnesitotbmasses
généralement supérieures a celles obtenues avg@tidasisins de la neutralité (de 6.37 a 7.7).
La comparaison entre les milieux a ldisaux carbonatées, montre que le milieu a basmud’e

carbonatée (pH 9.5) de sources thermales de Gudbnag une biomasse nettement supérieure a celle



obtenue avec le milieu a base d’eau carbonaté® (pHtle source thermale de Constantine. Cependant
les deux milieux a base d’eau carbonatée natuidellsources thermales de Guelma et de Constantine

donnent des biomasses comparables.

2. 6. Conclusion :

D’apreés les résultats de I'étude de la croissarda douchérthrospirasp. PCC 8005 sur les
différents milieux de culture classiques et lesigut a base d'eaux thermales carbonatées, nous
concluons que :

La croissance dethrospira sp. PCC 8005 sur difféerents les milieux de cultiggtés est
linéaire ; ceci est probablement di a la lumietdicelle continue utilisée dans notre étude, &t q
semble étre le facteur limitant.

L’augmentation du pH des différentdienx de culture employés dans cette étude, aiangél
et influencé la croissance dethrospirasp. PCC 8005. En effet I'alcalinité du milieu détare est un
facteur trés important et méme limitant pour ur@ssance optimale du gemkethrospira (Fox, 1999 ;
Ciferri, 1983,Congminget al.,1999 ; Alamet al.,2005).

Les concentrations en biomasse obtedaas notre étude, paraissent faibles. Probabtesnen
nous avons utilisé un systeme d’agitation perfotrman aurait eu beaucoup plus de biomasses finales

La croissance de&rthrospira sp. PCC8005 sur les milieux a base d’eaux carbesatés
sources thermales de Guelma et de Constantinelakihg, est trés intéressante.

Les concentrations en biomasses obgseauec les milieux a base d’eaux carbonatées (Guelm
et Constantine), sont comparables et méme supeésiear celles obtenues avec certains milieux
classiques.

3. Composition deArthrospira sp. PCC 8005 en divers pigments :
3. 1. La chlorophylle"a” :
Les biomasses obtenues a partir de différentsumiliee culture testes, ont été utilisées pour
I'extraction et le dosage de la chlorophylle"a".
Les résultats du dosage de la oploylle "a", sont représentés dans le tableau 27 :

Tableau 27 résultats du dosage de la chlorophylle"a”.

DO a DO a DO a DO a
Milieux de culture A=663nm | A=645nm | A=630nm| A=750nm

BG11 1,250 0,481 0,346 0
"Spir" 0,991 0,295 0,235 0
Zarrouk 0,677 0,170 0,114 0
Eau carbonatée de Constantine 0,930 0,189 0,16p 0
Eau carbonatée de Constantine (pH 9/5) 0,910 0,2120,158 0
Eau carbonatée de Guelma 0,852 0,202 0,163 0
Eau carbonatée de Guelma (pH 9,5) 1,321 0,427 0,32B0




Nous avons présenkgs différentes concentrations de la chlorophyll@raite a partir de
différentes biomasses, dans I'histogramme de ladi :
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Figure 5 : concentrations en chlophylle "a " selon le milieu de culture utilisé

» Discussion :

La figure 5, nous montrent que leaaentrations les plus élevées en chlorophylle Saht
observées dans les biomasses obtenues avec lesnil@ux de culture : eau carbonatée (pH 9.5) de
Guelma et le milieu BG11. Ceci est peut étre rali@ quantité de biomasses élevées obtenues avec ce
méme milieux.

La concentration de la chlorophylée"; est fonction de la concentration en biomassesd
chaque milieu de culture.

Ce constat va dans le méme sens de I'éadeameleet al., (2000), ou ils ont montrés que le

taux de croissance est en relation directe avqudatité de la chlorophylle produite.

3. 2. La phycocyanine :
Les résultats de I'extraction et tiemtion de la pureté de phycocyanine a partir li@qoe
culture deArthrospirasp. PCC 8005, sont présentés dans le tableauitbtet 12 et 13 :



Tableau 28 estimation de la concentration et du taux de putetié& phycocyanine selon le
milieu de culturiéligé

. DOa| DOa| DOa| DOa| DO a| DO a| Phycocyanind Taux de
Milieux de culture |, 41| 3 =562 | A=615| 1=620| 1=630| 2=652|  (mgig) pureté
"Spir” 0,699] 0,971] 1,449] 1,481] 1,422] 0,831]  0.26 2.11
BG11 1,243 2,121] 1,784] 1,795 1,772] 1,497] 0.32 1.44
Zarrouk 1,452 0,757] 0,702] 0,726] 0,723] 0,622  0.12 0.5
Eau carbonatee de | o gg5| 1 364| 1,654 1,667| 1,634| 1,169  0.29 1.69
Guelma
Fau carbonatée de|  709| 06 | 0,938 0,971| 0,92 | 0583  0.17 1.36
Guelma (pH 9.5)

Eau carbonatée de 0,42 | 0,267| 0,377] 0,398| 0,377| 0,24 0.06 0.94
Constantine
Eau carbonatée de |  354)  195| 0,207| 0,3 | 0,284| 0,19 0.05 0.83
Constantine (pH9.5
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Photo 12 : extraits de phycocyanirselon le milieu de culture utilisé
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Photo 13 : visualisation desteaits de phycocyanine sous lumiére
ultra-violeet.

Phycocyanine extraite a partir ddture deArthrospirasp. PCC 8005 sur milieu BG11.

Phycocyanine extraite a partir ddture deArthrospirasp. PCC 8005 sur milieu Zarrouk.

Phycocyanine extraite a partir delture deArthrospirasp. PCC 8005 sur milieu "Spir".
Phycocyanine extraite a partir dalture deArthrospira sp. PCC 8005 sur milieu a base d’eau
thermale naturelle de la région de Constantine.

Phycocyanine extraite a partir dalture deArthrospira sp. PCC 8005 sur milieu a base d'eau
thermale (pH 9.5) de la région de Constantine.

Phycocyanine extraite a partir ddture dans dérthrospirasp. PCC 8005 sur milieu a base d’eau
thermale naturelle de la région de Guelma.

Phycocyanine extraite a partir delture deArthrospirasp. PCC 800%ur milieu a base d'eau
thermale (pH 9.5) de la région Guelma.

+ Discussion :

La phycocyanine présente envirort 8@ la biomasse, mais sa concentration dans |kgesel

dépend des conditions de croissance (Lamieéh., 2000).

D’apres les résultats du tableau 28smemarquons que la concentration en phycocyatsing

les milieux classiques (BG11 et «Spir», est supégi@ celle obtenue avec les milieux a base d’eaux

carbonatées de Guelma et de Constantine.



La concentration en phycocyanine dansilieu "Spir "et 4 fois supérieure a cellgeaiue
dans le milieu a base d’eau carbonatée de Constgnét 2 fois supérieure a celle obtenue dans le
milieu a base d’eau carbonatée (pH 9.5) de Guelma .

Ces résultats confirment que la concentration dehiacocyanine est influencée par la composition du
milieu de culture (Lamelat al.,2000).

Cette différence est expliquée par la concentratioNaNQ dans ces milieux de culture, c'est-
a-dire que plus la concentration du NaNO3 est éleplis on a d’accumulation de phycocyanine (qui
est une protéine).

Pour l'eau carbonatée des sources thermatesGuelma, méme si la concentration en
phycocyanine est faible ; nous avons obtenue undatpureté élevé de 1.69.

Les résultats des taux de pureté gehjeocyanine obtenues avec les deux milieux "Sgir"
milieu & base d’eau carbonatée(pH 9.5) de Guelsmt tres intéressants car ils different de ceux
obtenus dans les études de Yi-Meitgal., (1999) et Minkoveet al.{ 2003), ou ils ont obtenues des
taux de pureté de 0.95 et 1.8 respectivementguiesont trés inférieurs a ceux obtenus dans notre
étude.

3. 3. Mise en évidence et caractérisation d’autrgggments :
L’extraction et la séparation desresipigments photosynthétiques présentes dans e€haqu
culture de la souch@Arthrospira sp. PCC 8005 ont révélé la présence de deux class@sgments

photosynthétiques : chlorophylle et xanthophyliguife 6).
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Figure 6 séparation chromatographique des pigments photosyhétiques de
Arthrospira sp. PCC 8005

culture deArthrospirasp. PCC 8005 sur milieu BG11.

culture deArthrospirasp. PCC 8005 sur milieu Zarrouk.

culture deArthrospirasp. PCC 8005 sur milieu "spir".

culture deArthrospirasp. PCC 8005 sur milieu a base d’eau thermale el&wde la région
de Constantine.

culture deArthrospirasp. PCC 8005 sur milieu a base d’eau thermale (pHd@ la région
de Constantine.

: culture dans dArthrospirasp. PCC 8005 sur milieu a base d’eau thermale diglan de
Guelma
: culture deArthrospirasp. PCC 8005 sur milieu & base d’eau thermale (pHd® la région

Guelma



» Discussion :

Les résultats du chromatogramme obtenus nmantrent la présence de deux couleurs différentes
de bandes : une couleur verte (chlorophylle) et emdeur jaune (xanthophylle), avec des positions
différente dans le chromatogramme.

Les deux couleurs de bandes correspondent mhagwn pigment bien défini, sont présentes
dans les cultures darthrospira sp. PCC 8005 sur les milieux de culture : BG1lharrduk, "Spir",
milieu a base d’eau carbonatée (pH 9.5) de Coristamnilieu a base d’eau carbonatée (pH 9.5) de
Guelma. Cependant dans les cultures sur les mileelpase d’eaux carbonatées de Guelma et de
Constantine, on observe une seule bande qui comdspla chlorophylle.

L’absence de xanthophylle dans lesucedt sur les milieux a base d’eaux carbonatéesaliat
de Guelma et de Constantine, est peut étre exglipagéles concentrations faibles de ce pigment dans
ces deux milieux, et qui n'ont pas pu étre détecttecaractérisées par la chromatographie par tappor

aux autres milieux.

3. 4. Conclusion :

La concentration en chlorophylle "a't fesction de la quantité en biomasse dans chagjigum
de culture.

La concentration en phycocyanine, esta@port avec la concentration de la source d’azote
(NaNGQ;) dans chagque milieu de culture.

La présence de xanthophylle a été dégectans les cultures dethrospirasp. PCC 8005 sur
les milieux BG11 ; Zarrouk ; "Spir" ; milieu a bad®au carbonatée (pH 9.5) de Constantine et milieu
a base d’eau carbonatée (pH 9.5) de Guelma. Engkganous n’avons pas réussi a mettre en évidence
la présence de ce pigment dans les milieux a basend carbonatées naturelles de Guelma et de
Constantine, et ceci est peut étre di a la corat@nirfaible en biomasse dans ces méme milieux.



Conclusion ;

La recherche et les essais de putiicalu genreSpirulina,ont montré que I'espec@pirulina

subsalsa a été trouvée dans I'ensemble des échantilloesudprélevés a partir des sources thermales

de la région de Guelma, cependant les difféerentagseé d’enrichissement employées, n'ont pas

permis I'obtention des culture pures.

L’étude de la croissance Alghrospira sp. PCC 8005 sur les milieux classiques, ainsisyue

les milieux a base d’eaux carbonatées, a montré que

La croissance ddérthrospira sp. PCC 8005 sur tous les milieux classiques @sérglement
similaire.

La croissance dérthrospira sp. PCC 8005 sur les milieux a base d'eaux catbesades
sources thermales de Guelma et de Constantingifiésente.

L’étude de la composition Aethrospirasp. PCC 8005 en divers pigments a montré que :

La concentration en chlorophylle "a", est fonctide la quantité en biomasse obtenue dans
chaque milieu de culture.

La concentration en phycocyanine est en rapport seconcentration de la source d’azote

(NaHCQ;) dans chaque le milieu de culture.

La séparation chromatographique, a permis de mettrévidence la présence de xanthophylle
dans les cultures derthrospirasp. PCC 8005 sur les milieux BG11, Zarrouk, "Spinflieu a
base d’eau carbonatée (pH 9.5) de Constantineligtundi base d’'eau carbonatée (pH 9.5) de

Guelma.

Perspectives :
Nous souhaitons poursuivre ce présauatl avec comme perspectives :
Isolement des souches &pirulina sp. a partir des eaux alcalines et des eaux deesu
thermales en Algérie.
Optimisation des conditions de culture Aighrospirasp. PCC 8005 sur les milieux synthétisés
avec les eaux thermales.

Etude des phycocyanines produites.
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ANNEXE |

Tableau 1 composition des milieux de culture pour l'isolemée$ cyanobactérie (sol et d'eau douce)
(Rippka, 1988).

Composants Noll | ASM-1 | BG11| Z8 |SAG1l| BBM AA | KMC | Cgl0 Kn D
(mM)

NaNG; 5.84 2.00 | 17.65| 5.49 - 2.94 - - 11.7 | 11.76 | 8.24
KNO; - - - - 1.98 - 20 | 9.89 - - 0.99
K,HPO, 0.22 0.10 | 0.18 | 0.18 - 0.43 2 574 | 0.29 | 4.38 -
KH,PO, - - -
NaHPO, - 0.10 - - - - - - - - 0.78
MgSO, 0.30 0.20 0.3 | 0.10 | 0.08 0.3 1 1.01 | 1.02| 1.01 0.41
MgCl, - 0.20 - - - - - - - - -
CasQ - - - - - - - - - - 0.35
CaCl 0.24 - 0.25 - - 0.17 0.5 - - 0.24 -
Ca(NGO), - - - 0.25 -
NacCl -
NaCOs 0.19 - 0.19 | 0.20 - - - - - - -
N&SiO, 0.20 - - - - - - - - - -
NTA - -
EDTA 0.003 | 0.020 - -
Na EDTA - -
Na&.Mg -EDTA -
Acide citrique 0.029 - 0.029] - - - -
Trisodium citrate -
Citrate ferrique 0.018 - - - - - - - - - -
Citrate-Fe- - - 0.03 - - - - - - - -
ammonicale -
FeCk - 0.004 - 0.01 - -
FeSQ - - - - 0.01 | 0.018 | 0.07 - -
Fe(SOy) - - - - - - - 0.008| 0.008 - -
Glycylglycine - - - - -
Extrait de sol - - - - 3%(v - - - - - -
pH ajusté apres - - - - ) - - - 8.2 - 8.2
autoclave -
Solution de sels | Graff- As As+C | Graf-| As Hs.B As As As As As
métalliques ron 0 fron | + Co + + + +
Be Co Co Co




ANNEXE Il

Tableau 2 composition des milieux de cultures pour l'isolet@cyanobactéries des habitats
hyper alcalins (Rippka, 1988).

Composants
(MM) ASM-III MN RC B AO

NaCl 427 - 2137 2735 17.1
KCI 6.7 - 33.5 - -
CaCl 3.4 0.12 3.4 - 0.27
CasQ - - - 0.35 -
K.SO, - - - - 5.7
MgSO, 14.2 0.15 14.2 0.41 0.81
MgCl, 9.8 - 49.2 - -
K.HPO, 0.09 0.09 0.09 - 2.9
NaHPO, - - - 0.78 -
NaNG; 8.8 8.8 8.8 8.1 29.4
KNO; - - - 1 -
NaHCGO, - - - - 162
NaCO; 0.19 0.19 0.19 - 38
NTA - - - 0.52 -
Na-EDTA 0.0013 0.0013 0.0013 - 0.22
Acide citrique 0.014 0.014 0.014 - -
Citrate- Fe- amonicale 0.015 0.015 0.015 - -
FeCk - - - 0.0018 -
FeSQ - - - - 0.036
Tris - - - - -
Eau de mer - 75%(viv) - - -
pH ajusté aprés autoclaye - - 8.2 -
Solution de sels As+Co As+Co As+Co As+Co As +Bg
métalliques




ANNEXE 11l

Tableau 3 composition des solutions de sels métalliques eyégl® pour les
différents milie(Rippka, 1988)

Solutions Concentration des composants en g/liter

H3:BO3::3.1, MnSQ 4H,0:2.23 , ZnSQ7H,0:0.287,(NH)sM070,4
Graffron 4H,0:0.088 , CuS©5H,0:0.125 ,Co(NG@), 6H,0:0.146
,ALZ(SO4)KZSO4 24H20 0.474, N|S(XNH4)QSO4 6H20 :0.198,
Cd(NGs), 4H,0 :0.154,Cr(NQ)2 7H0 :0.037, MO4(SOy)3
16H,0:0.035,Naw0O, 2H,0 : 0.033, KBr :0.119,KI:0.083
Volume additionné : 1ml /litre de milieu de culture

Solution A: H3B0;:2.86, MNnSQ 4H,0:2.03, ZnSQ 7H,0:0.222
As+Bg M00s.0.15, CuSQ7H,0:0.079.

Solution B : (composants dissous dans 0.1,86;) : Co(NG;) 6H,0O
:0.049 ,NiSQ 6H,0 :0.045 , Cf(SQ)3K,SO, 24H,0 :0.096 ,
NH,VO;:0.023 ,NaWQ 2H,0 :0.018 ,TiO(GO4K), YH,O ( ce
composant est préparé par précipitation aveg¥H d'une solution
contenant 0.074 g de TiO{GK), 2H,0 puis filtration et suspension
dans 0.1 NESO, avant addition au solution B.

Volume additionné de chaque solution : 1ml / ldeemilieu

H;BO;:2.86 ,MnC} 4H,0 :1.81 ,ZnSQ7H20 :0.22 , NgMoO, 2H,0O
As+Co :0.39 ,CuSQ5H;0 :0.079, Co(NO3)6D :0.049.
Volume additionné : 1ml / litre de milieu.




1. Milieux de culture utilisés :

ANNEXE IV

1. 1. Milieu BG11 : (Rippka, 1988) :

1. 1. 1. Composition :

NaNO;
K,HPO,
MgSOy, 7H,0
CaCb, 2H,0

Acide citrique, 1HO

EDTA disodique
NapCOs

Citrate de fer ammoniacal

Eau distillée

Solution de sels métalliques

15¢g
0.04g
0.075g
0.036
0.06 g
0.001g
0.02¢g
.006g
1000 mi

Iml

1. 1. 2. Préparation :

Apres dissolution de tous les ingrédients dansul'étillée, ajuster a différents pH (7,
8,8.5, 9 et 10) et stériliser a 120 °C pendant 20 m

* Milieu BG11 solide

Ajouter 15 g d'agar par litre de milieu et couler lmites de Pétri apres stérilisation a

['autoclave.

1. 2. Milieu Zarrouk (Feng et al., 2009 :

1. 2. 1. Composition:

NaHCG; 18.04¢g
NaNG; 25¢
KoHPO, 05¢
K2SOy 109
NacCl 109
CaCb 0.04¢
Na,EDTA 0.08 g
MgSQy, 7H,0 029
FeSQ 7H,0O 0.01¢g
Eau distillée 1000 ml

Solution de sels métalliques 1ml



» Composition de solution de sels métalliqugd E):

H3BOs 2.869
(NH4)6M070 24 0.02¢g
MnCl,, 4H,0 .84
CwSO, 0.08g
ZnS04,7HO P
Eau distillée 1000 ml

1. 2. 2. Préparation :
Apres dissolution de tous les ingrédients dansul'dastillée, ajuster le pH a 9.5 et

stériliser a 120 °C pendant 20 min.

1. 3. Milieu Spirulina ou "Spir"(Aiba et Ogawa, 1977) :
1. 3. 1. Composition:

Solution I

NaHCG; 13.619g
Na,CO; 4.03¢g
KoHPO, 0.05¢g
Eau distillée 500ml
Solution I

NaNG; 2.50¢g
KoSOy 1.00g
NaCl 1.00g
MgSQ, 7H,0 0.20g
CaCh, 2H,0 0.04¢g
FeSQ 7H,0O 0.01g
EDTA 0.08g
Eau distillée 500m|
Solution de sels métalliques{#Co) 5mi

1. 3. 2. Préparation :
Apres dissolution de tous les ingrédients dansul@iatillée. Stériliser a 'autoclave a 120
°C pendant 20 min les solutions | et Il séparé&memélanger apres refroidissement et

ajouter 5 X 10 g/l vitamine B, dans le milieu stérile.



1. 4. Milieu Jourdan (Fox, 1999) :
1. 4. 1. Composition:

NaHCG 89
Sel marin 5¢
(NH2).CO 0.1g
NHH.PO, 0.1g
K2SOy 0.1g
MgSQ,, 7H20 0.2g
FeSQ 0.001g
Eau distillée 1000ml

1. 4. 2. Préparation :
Apres dissolution de tous les ingrédients dansul@iatillée, ajuster le pH a 8 et stériliser
a 120 °C pendant 20 min.

1. 5. Milieu de MN (Rippka, 1988) :
1. 5. 1. Composition:

CaCl 0.018g
MgSO, 0.038g
Ko:HPO, 0.02g
NaNG; 0.75¢g
Na,CO; 0.02¢g
EDTA 0.0005¢g
Acide citrique 0.003g
Citrate de fer amonicale 0.003g
Eau distillé 250m|
Eau de mer 750ml
Solution de sels métalliques{#Co) iml

1. 5. 2. Préparation :
Apres dissolution de tous les ingrédients dansuldiatillée, stériliser séparément I'eau de

mer filtrée et la solution contenant tous les adlautoclave a 120 °C pendant 20 min.

1. 6. Eau carbonatée de sources thermales de &gion de Guelma :
1. 6. 1. Composition:
Calcium 248, 3g/l



Magnesium 4339/

Sodium 3,83mg/I
Potassium 6.22mg/l
Clorure 50mg/I
Sulfates 500mg/I
Bicarbonates 3B3g/
Nitrates 7mg/l
pH=6.37

1. 6. 2. Préparation :
Ajuster a différents pH (9, 9,5) et stériliser D TZ pendant 20 min.

1. 7. Eau carbonatée de Ain Skhouna de la regioredConstantine:

1. 6. 1. Composition:

Calcium 110 mg/I
Magnesium 27mg/
Sodium 78mg/I
Clorure 130mg/I
Sulfates 110mg/I
Bicarbonates o@ng/l
pH =7.7

1. 6. 2. Préparation :
Ajuster a différents pH (9 et 9,5) et stérilisek2D °C pendant 20 min.

1. 8. Milieu a base d’eau de mer (Charpy, 2004) :
1. 7. 1. Composition :

K,HPO, 059
NaNO; 39
NaHCQ; 119
FesSQ 0.01g
Urée 0.29
Eau de mer 1000ml

1.7. 2. Préparation :

Apres précipitation de I'eau de mer avec NaH@éndant 2 heures a 35 Ceau de mer
traitée est enrichie avec d’abord Naf@eSQ puis un autre enrichissement avec
K.HPO,, FeSQ, urée. Stériliser a 120 °C pendant 20 min.



2. Colorants :
2. 1. Solution du lugol :

lode 10g
lodure de potassium 20g
Eau distillée 1000ml

3. Solutions d’antibiotiques :

3. 1. Composition :

PénicillineG 200mg
Chloramphénicol 0 &g
Amoxicilline 100mg
Céfazoline 100mg
Ampicilline 100mg
Oxacilline 100mg
Gentalline 100mg
Streptomycine 100mg
Ethanol 2ml
Eau distillée 20m|

3. 2. Préparation :
* Solution n° 1 () (Fox, 1999) :
Dissoudre 200mg de pénicilline G et dans 20ml d'datillée. Ajouter 20mg de

chloramphénicol dissous dans 2ml d’éthanol a 95 %.

* Solution n® 2 (S) :

Dissoudre 100mg d'amoxicilline dans 10ml d'eau ildist Ajouter 10mg de
chloramphénicol dissous dans 1ml d'éthanol & 95 %.

* Solution n°® 3 (S) :

Dissoudre 100mg de céfazoline dans 10ml d'eau lléiésti Ajouter 10mgde
chloramphénicol dissous dans 1ml d'éthanol a 95%.

* Solution n°® 4(S) :

Dissoudre 100mg d'ampiciline dans 10ml d'eau illdist Ajouter 10mg de
chloramphénicol dissous dans 1ml d'éthanol a 95%.

* Solution n®° 5 (8) :

Dissoudre 100mg d'oxacilline dans 10ml d'eau déstil .Ajouter 10mg de

chloramphénicol dissous dans 1ml d'éthanol a 95%.



* Solution n® 6 (S) :

Dissoudre 100mg de gentalline dans 10ml d'eau lldesti Ajouter 10mg de
chloramphénicol dissous dans 1ml d'éthanol a.95%

* Solutionn® 7 (S) :

Dissoudre 100mg de pénicilline G +100mg d'amoxiwll +100mg de céfazoline +
100mg d'ampicilline + 100mg d'oxacilline + 100mg dentalline dans 60ml d’eau
distillée. Ajouter 60mg de chloramphénicol dissdaas 6ml d'éthanol a 95%.

* Solution n® 8 (S)) :

Dissoudre 100mg d’amoxicilline + 100mg de cefazmlitans 20ml d'eau distillée. Ajouter
20mg de chloramphénicol dissous dans 2ml d'étreaAsPo.

* Solution n° 9 () (Palavas, 1985)

Dissoudre 5mg de pénicilline G + 1.6mg streptomgalans 1ml d’eau distillée. Ajouter
0.2mgchloramphénicol dissous dans 1ml d’éthanol a 95%.

4. Autres solutions :
4. 1. Solution de tampon a pH =7 (Lourié, 1975) :
4.1.1. Composition :

Solution A ;
KH-POy 9.073¢g
Solution B:
NaoHPO, 11.8669

4. 1. 2. Préparation:
Mélanger 61.2ml de solution B avec 38.8ml de soiuthA, pourl00Oml de solution de

tampon (pH 7).

4. 2. Solution pour ajustement de pH a 9.5
4. 2. 1. Composition:
NaHCG; 10.8¢9
NaCO, 7.69
4. 2. 2. Préparation :
Apres dissolution de tous les ingrédients des mdifftis milieux dans I'eau distillée ;

ajouter les composants de la solution précédente.



