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Introduction

Actuellement, I'importance croissante accordee a la nutrition préventive et aux
habitudes alimentaires saines contribue a réduire I'incidence des maladies chroniques. Cette
prise de conscience accrue a entrainé une demande croissante pour des aliments sains, incitant
ainsi I'industrie alimentaire a développer de nouveaux produits fonctionnels, ce qui a fortement
influencé le marché (Bortolini et al., 2022). Ces aliments fonctionnels, en plus de leur valeur
nutritionnelle fondamentale, offrent également des avantages supplémentaires pour la santé des
consommateurs (Lafarga et al., 2020).

Parmi les diverses techniques de transformation alimentaire qui répondent a cette
demande, la fermentation lactique se distingue par ses nombreux bienfaits. Ce procédé qui
utilise des bactéries lactiques pour fermenter les aliments, améliore leur digestibilité et
augmente la disponibilité des nutriments (Manus et al ., 2021). En intégrant la fermentation
lactique dans la production d'aliments fermentés fonctionnels, les fabricants peuvent créer des
produits riches en nutriments essentiels, bénéfiques pour la flore intestinale et la santé globale
des consommateurs. Les bactéries lactiques, utilisées depuis plusieurs siecles jouent divers
réles tels que la conservation des aliments (Ajao et al., 2021), la stimulation immunitaire et la
compétition pour les sites d’adhésion aux parois intestinales (Azad et al., 2018).

Certaines algues constituent un substrat idéal pour la production d'aliments et de
boissons fermentées en raison de leur haute valeur nutritionnelle et de leurs composants
précieux (Scieszka et Klewicka, 2019 ; Martelli et al., 2020). Les polysaccharides dérivés
des algues sont déja reconnus et acceptés comme préebiotiques dans les régimes alimentaires
(De Jesus Raposo et al., 2016). De plus, une étude précédente a démontré I'adéquation
d’Arthrospira platensis F&M-C256 comme substrat pour la croissance de Lactiplantibacillus
plantarum ATCC 8014 (LAB8014) (Niccolai et al., 2019).

Parmi ces algues, le genre Spirulina ou Arthrospira est une cyanobactérie filamenteuse
connue sous le nom de spiruline. Consommeée depuis des siecles par certains peuples primitifs
d’Afrique et d’Amérique. La spiruline est réputée pour ses valeurs nutritionnelles due a sa
richesse en protéines (70%) ce qui en fait un superaliment (Becker, 2007). Outre ses propriétés
nutritionnelles, la spiruline suscite un regain d'intérét de la part de la communaute scientifique
en raison de ses vertus thérapeutiques, principalement attribués a la phycocyanine, certains
polysaccharides et antioxydants qu'elle contient (Soni et al ., 2017). Certaines études suggérent
également que la spiruline peut prévenir les altérations oxydatives générées par les radicaux
libres (Asghari et al .,2016). La biomasse d’A.platensis est de plus en plus intégrée dans des

produits alimentaires tels que le yaourt, le fromage et le lait fermenté, avec des résultats positifs
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Introduction

incluant une augmentation du nombre de bactéries lactiques et une amélioration de la qualité

nutritionnelle du produit fermenté pendant le stockage (Mazinani et al., 2016).

A l'instar d'autres pays, I'Algérie contribue au développement des cultures de spiruline
en raison de sa valeur nutritionnelle. Cette microalgue est cultivée dans le sud algérien,
notamment dans la région du Hoggar, a 80 kilométres au nord de Tamanrasset. La spiruline est
reconnue pour ses propriétes biologiques et son potentiel pharmaceutique. Dans ce contexte,
notre objectif est de valoriser la spiruline locale en la transformant en spiruline fermentée a
I'aide d'une bactérie probiotique. Nous visons a développer un complément alimentaire a
potentiel thérapeutique, axé sur la prévention des pathologies oxydatives et des maladies

infectieuses, contribuant ainsi au bien-étre de la santé humaine.

Nous avons émis I'hypothese que les antioxydants libérés par la spiruline lors de la
fermentation pourraient avoir une activité biologique supérieure a celle obtenue par d'autres
procédés. Pour tester cette hypothése, nous avons congcu une étude comparative entre la

spiruline native et celle fermentée avec une bactérie probiotique.

Cette étude vise également a évaluer le produit fermenté en termes de contenu bactérien
et de propriétés fonctionnelles, telles que la capacité antioxydante, in vitro. Ces parameétres sont
cruciaux pour les premieres étapes du développement de compléments alimentaires ou de

produits alimentaires fonctionnels.
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I.1. Objectif de I’étude
L’objectif de cette présente étude consiste a :

e Développer un procédé de fermentation de la spiruline (Arthrospira platensis)
provenant du sud de I’Algérie en utilisant une bactérie probiotique, dans le but

d'améliorer ses propriétés thérapeutiques, notamment ses propriétes fonctionnelles.

e Déterminer les teneurs en composés phénoliques et en flavonoides de produit fermenté

obtenu.
e Evaluer I’activité antioxydante (pouvoir réducteur et la capacité de piéger les radicaux
libres).
I.2. Lieu et durée de travail

La démarche expérimentale de cette présente étude a été réalisée durant une période allant
du 21/02/2024 jusqu’au 04/04/2024. Elle a été effectuée au sein des laboratoires suivants :

e Laboratoire de Microbiologie de la Faculté des Sciences de la Nature et de Vie Université
Ibn Khaldoun- Tiaret.

e Laboratoire d’Amélioration et de Valorisation des productions animales locales Université

Ibn Khaldoun- Tiaret.

I.3.Matériel

1.3.1. Matériel et produits chimiques

Le matériel, les produits chimiques et les milieux de culture nécessaires a

I’accomplissement de ce travail sont cités dans le tableau suivant :
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Tableau 1 : Matériel, milieux de culture et produits chimiques utilisés

Materiel et appareillage

Réactifs et produits

chimiques

Verrerie et autres

Milieux de culture

-Agitateur magnétique
(ROTMAG)

-Balance analytique
(OHAUS)

-Etuve (Heraeus)

-Spectrophotomeétre
(SHIMADZU)

-Micropipettes
-Vortex (Techno Kartell)

-Bain  marine
(MEMMERT)

agitateur

-Centrifugeuse (SIGMA)
-Autoclave
-Incubateur (MEMMERT)

- Bec bunsen

-Acide gallique (C7H60s;
PM=170,12g/mol).

-Acide trichloracétique
(163,38g/mol)

-Carbonate de  sodium
(Na2C0O3;PM=106 g/mol)

-Chlorure de fer Il (FeCls;
PM=162,2g/mol)

-2,2-Diphényl-1-
Picrylhydrazyle (DPPH-
),(C18H12N50¢ X PM=
394,32 g/mol)

-Ethanol pur

-Ferricyanure de potassium,
(K3 [Fe}(CN)s] ; PM=
329,26 g/mol)

-Phosphate de potassium
dibasique (K:HPO4; PM=
228,23 g/mol).

-Phosphate de potassium
monobasique (KH2POg;
PM= 136,09 g/mol).

-Quercétine  (CisH1007
PM=302,236 g/mol)

-Réactif de Folin-ciocalteau
(PM=188,14g/mol, 2N)

-Trichlorure d’Aluminium
(AICI3; PM=133,34g/mol)

-Chlorure de sodium (NaCl ;
PM= 8,44 g/mol)

- Bécher

- Eprouvette graduée

- Erlenmeyer

- Flacons

- Embouts bleu et jaune

- Tubes a essai

-Gélose MRS
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1.3.2. Matériel biologique
e Spiruline

Pour la réalisation de cette étude, une spiruline locale sous forme de poudre a été utilisée :
la spiruline BEHATAM, cultivée au sein d’une petite unité de production située a 80 km de
Tamanrasset. Elle est commercialisée sous le nom de « FOXBEHATAM » (FOX : Ripley,
BOILEAU, Etienne, HIRI, Abdelkader, Tamanrasset) (figure 1).

.

Figure 1. Spiruline sous forme de poudre
e Souche lactique

Dans cette étude, une souche lactique probiotique du genre Lactobacillus sp. isolée d’un
complément alimentaire commercialisé sous le nom de Lactibiane®, a été utilisée.l.4.
Méthodes

1.4.1. Procédure expérimentale

La procédure expérimentale réalisée au cours de cette étude est illustrée dans la figure 2
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distillée sterile
( } )
Standardisation a -
1’échelle 2McFarland Préparation des deux
S - solutions
4 ) \_
Inoculum bactérien
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Figure 2. Diagramme récapitulatif de la démarche expérimentale
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1.4.2. Revivification de la souche lactique

Un prélévement d’isolat de culture pure préalablement conservés a -20 °C a été inoculé
dans un bouillon MRS. Cette inoculation a été suivie d’une incubation a 37 °C pendant 24 h

dans des conditions anaérobies.

1.4.3. Purification

La purification de cette souche a été effectuée par des repiquages successifs sur milieu
MRS liquide puis un isolement en stries sur gélose MRS. La pureté des bactéries a éte

confirmée par des observations macroscopiques microscopiques.

1.4.4. Préparation des solutions de fermentation de la spiruline avec la bactérie lactique

1.4.4.1. Préparation de I’inoculum bactérien

Une culture jeune de 18 h d’incubation de la souche lactique Lactobacillus a été utilisée
pour préparer une suspension des cellules destinées a I’inoculation du mélange de fermentation
a base de spiruline. Le nombre total des cellules bactériennes obtenues a été ajusté a 1’échelle
2 McFarland (Ozyurt et al., 2023).

1.4.4.2. Fermentation lactique de la spiruline

L'évaluation de la biomasse lyophilisée de spiruline comme substrat pour la croissance
et la fermentation de la souche Lactobacillus sp. a été réalisée conformément a la méthode
décrite par Niccolai et al. (2019). Dans des conditions stériles, 2 g de poudre de spiruline ont
été introduits dans un flacon Erlenmeyer de 100 mL. A cette poudre, 48 mL d'eau distillée
stérile ont été ajoutés, et la suspension a été inoculée avec 2 mL d'une culture de la souche
Lactobacillus. Le volume final de la solution a été ajusté a 50 mL. Cette préparation est destinée

a la fermentation avec la bactérie lactique.

Pour I’échantillon témoin, un autre flacon a été préparé en mélangeant 2 g de poudre
de spiruline avec 50 mL d'eau distillée, sans ajout de culture bactérienne. Cette solution non
fermentée a servi de contrdle pour comparer les effets de la fermentation. Les flacons ont été

ensuite incubés a 37°C dans un bain marie agitateur pour assurer la fermentation. Une

9
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¢valuation des parametres phytochimiques, oxydatifs et de ’acidité, ainsi qu’une analyse
microbiologique, ont été effectuées a quatre temps différents : 0, 24, 48 et 72 heures de
fermentation, pour les deux traitements : la spiruline avec de I’eau distillée et la spiruline avec
la bactérie lactique. Il convient de noter que la fermentation lactique de la spiruline a été

réalisée dans les mémes conditions expérimentales.

1.4.5. Dosage des composés phénoliques de la solution fermentée

Le dosage des polyphénols totaux contenus dans les mélanges fermentés ont éte effectué
spectrophotométriqguement selon la méthode au Folin-ciocalteau décrite par Singleton et al.,
(1999).

e Principe

La méthode repose sur I'oxydation des composés phénoliques en milieu alcalin par le
réactif Folin-Ciocalteau. Cette réaction conduit a la formation d'un nouveau complexe
molybdéne-tungstene de couleur bleue, ayant un maximum d'absorption a une longueur d'onde
A=760nm. L'intensit¢ de cette absorption est proportionnelle a la quantit¢ de composés
phénoliques présents dans I'échantillon. Le dosage des composés phénoliques est réalisé en
comparant la densité optique observée a celle obtenue avec un étalon de concentration connue,

I'acide gallique.
e Technique

500 ul du réactif Folin-Ciocalteau ayant une concentration de 0,2 N ont été ajoutés a
500ul de chaque échantillon (mélange fermenté et non fermenté (témoin), aprés 5 minutes
d’incubation, 1500 pul de Na,COsz a 7,5 % ont été additionnés. Le melange résultant a été incubé
pendant 20 min a température ambiante et a I'abri de la lumiere. Ensuite, I'absorbance a été
mesurée a 760 nm a l'aide d'un spectrophotometre. Il est important de noter qu'une courbe
d'étalonnage a été réalisée simultanément (voir annexe 1) afin de quantifier le taux de
polyphénols totaux dans nos échantillons. Cette courbe a été établie en utilisant des
concentrations précises d'acide gallique. Ce dernier a été soumis aux mémes conditions
expérimentales que I'échantillon. Les teneurs en composés phénoliques ont été exprimées en
milligramme équivalent acide gallique par gramme de matiére seche (mg EAG/g) calculées

selon la formule suivante :

10
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[ C=(cxDxV)/m }

Avec :
c: Concentration de I’échantillon calculée.
D : Facteur de dilution.
V : Volume du I’eau distillée en ml

m : Masse de 1’échantillon en g

1.4.6. Dosage des flavonoides

La quantification de la teneur en flavonoides totaux présents dans les mélanges de

spiruline a été effectuée selon la méthode décrite par Bahorun et al., (1996).

e Principe

Cette méthode repose sur la formation de complexes jaunes entre les composés
phénoliques et le trichlorure d'aluminium (AICI3). Cette réaction implique que le métal perd
deux électrons pour se lier & deux atomes d'oxygéne de la molécule phénolique agissant ainsi

comme donneur d'électrons. La couleur jaune atteint une absorption maximale & 430 nm.

e Technique

I ml de chaque échantillon a ét¢é mélangé avec 1 ml d’une solution de chlorure
d’aluminium a 2% préparée dans de 1’eau distillée. Ce mélange a été incubé a une température
ambiante et a 1’abri de la lumiére pendant 10 min, par la suite 1’absorbance a été mesurée a 430
nm par rapport un blanc préparé. La quantification des flavonoides s’est effectuée en utilisant
une courbe d’étalonnage établie avec un flavonoide standard , la quercétine) (voir annexe 2).
La teneur en flavonoides a été exprimée en milligrammes équivalents de quercétine par g de

matiére seche (mg EQ/g) et calculée selon la formule suivante :

[ C=(cxDxV)/m }
Avec :

C : Teneur en flavonoides exprimée en mg Equivalent quercétine par g
c: Concentration de 1’échantillon calculée.

D : Facteur de dilution.

V : Volume de I’eau distillée en ml

m : Masse de 1’échantillon en g
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1.4.7.Analyse des parametres oxydatifs
1.4.7.1. Test de réduction de fer FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
e Principe

Cette méthode permet d'évaluer la capacité du mélange fermenté obtenu, a différents
temps, a réduire le fer ferrique (Fe**) du ferricyanure de potassium KsFe(CN)s en ferrocyanure
de potassium (Fe?*) (Oyaizu,1986).
e Technique

Le pouvoir réducteur du fer Fe®* dans les échantillons a été évalué en suivant la méthode
décrite par Oyaizu (1986). Pour cela, 500 ul de chaque échantillon a été melangés avec 500
pl d’une solution tampon phosphate 0,2M (pH=6,6) et 500 pl de ferricyanure de potassium
KsFe(CN)s a 1%. Ce mélange a été incubé a 50°C pendant 20 min, puis 500 pl d’acide
trichloracétique a 10% ont été ajoutés pour stopper la réaction. Ensuite, un aliquot de 1 ml du
mélange réactionnel précédent a été combiné avec 1 ml d’eau distillée et 500 ul d’une solution
aqueuse de FeClsz a 0,1%. L’absorbance du mélange réactionnel a ét¢ mesurée a 700 nm par
rapport un blanc préparé de la méme manicre, en remplacgant I’échantillon par ’eau distillée.
Une augmentation de l'absorbance indique une augmentation du pouvoir réducteur des

échantillons testés.

1.4.7.2. Evaluation de la capacité de piéger le radical libre DPPHe (2,2- diphenyl-1-
picrylhydrazyl)

e Principe

Le radical 2,2-Diphényle-1-picrylhydrazyl (DPPHe) est couramment utilisé comme
substrat principal pour évaluer rapidement et directement I'activité antioxydante en raison de
sa stabilité en tant que radical libre et de la simplicité de son analyse (Blois, 1958 ; Brand et
al., 1995).

A température ambiante, le radical DPPHe, en solution alcoolique, présente une intense
coloration violette qui s'estompe lorsqu'il entre en contact avec une substance donneuse de
protons. Cette diminution de la coloration met en évidence le pouvoir antiradicalaire d'un
échantillon en démontrant sa capacité a piéger le radical libre, ce qui se traduit par une
diminution de I'absorbance a 517 nm. (Blois, 1958 ; Brand et al., 1995).
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Figure 3. Inhibition du Radical libre DPPHe

e Technique

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPHe). Ce dernier est réduit a la forme d’hydrazine (non
radical) en acceptant un atome d’hydrogeéne. L’effet de chaque mélange sur le DPPHe est
mesuré par la procédure décrite par SanchezMoreno et al. (1998).

Un volume de 750 pl de différentes concentrations de chaque échantillon a été ajouté a
750 pl de la solution méthanolique du DPPHe* a 4 mg/ml et fraichement préparée. Le mélange
réactionnel a été incubé a tempeérature ambiante et & I'obscurité pendant 50 min, puis
I'absorbance a été mesurée a 517 nm.
La capacité du mélange fermenté ou non a piger le radical DPPH a été exprimée en pourcentage

d’inhibition celui-ci est calculé selon la formule suivante :

[% d’inhibition du radical DPPH = [(A1-A2) /A1] * 100 ]

ou
Al : absorbance du contréle

A2 : absorbance de I’échantillon

1.4.8. Suivi de la croissance de la bactérie étudiée

Le dénombrement de la bactérie lactique bactérie cultivable dans le bouillon de
spiruline fermenté, a été réalisé en triplicata au début (0 h) et qu’apres 24, 48 et 72 h, par
ensemencement en surface de 0,1 ml des dilutions décimales préparées sur gélose MRS. Les

boites en ensuite été incubées a 37°C en anaérobiose pendant 24 et 48h (Niccolai et al., 2019).

13
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Aprés incubation, le nombre de colonies a été compté, et les résultats sont exprimés en

logarithme du nombre d'unités formant colonie (UFC) par millilitre de solution fermentée (log
UFC/mL).
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Chapitre Il Reésultats et discussion

I1. Résultats et discussion

11.1. Dosage des composés phénoliques

Les résultats du dosage des taux des composés phénoliques issus des solutions de
spiruline fermentées ou non fermentées par la bactérie lactique a difféerent temps de

fermentation sont présentés dans la figure 4

=@=Témoin

== Spiruline+Lactobacillus

%

mg EAG/g

20 -+

10 ~

Temps(h)

Figure 4. Teneurs en composés phénoliques dans le liquide d’A. platensis fermenté et
non fermentée.

Témoin : spiruline + eau distillée
Les valeurs représentées correspondent a la moyenne +EC de trois essais indépendants.

Les résultats obtenus révelent une augmentation des composés phénoliques avec des
concentrations élevées dans le liquide de spiruline fermenté par Lactobacillus, observée a 24 h
et 48 h de fermentation, par rapport au témoin (spiruline + eau distillée) dans les mémes
conditions expérimentales. On note a T24 h une valeur de 57,81 +1,35 vs 35,73 +1,35 mg
EAG/g et a T48 h une valeur de 81,81 + 2,92 vs 55,09 + 4,60 mg EAG/g respectivement. Cette
augmentation pourrait étre due au processus de fermentation lactique, qui est responsable de la

libération des polyphénols tels que I'acide gallique, ainsi que d'autres métabolites.
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Cependant, a la fin de la fermentation, aprés 72 h, on constate une réduction de la teneur
en composés phénoliques dans le liquide de spiruline fermenté, evaluée a 25,84 %. Cette
diminution est probablement due a la phase de déclin de la bactérie, lorsque le milieu devient
épuisé et que les bactéries consomment les composés phénoliques de la spiruline comme source
de survie. En conséquence, la fermentation lactique de la spiruline a amélioré 1’apparence de

ses composés phénoliques (Liu et al., 2011).

En revanche, une stabilité de la teneur en polyphénols totaux a eté remarquée dans le
liquide de spiruline seul (témoin).
11.2. Quantification des flavonoides

Les résultats de la quantification des flavonoides dans le liquide de spiruline fermenté
par la bactérie probiotique Lactobacillus sp., ainsi que leur évolution a différents temps de

fermentation, sont indiqués dans la figure 5.
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Figure 5. Teneurs en flavonoides dans les liquides fermentés et non fermentés
d’A.platensis

Témoin : spiruline + eau distillée.

Les valeurs représentées correspondent a la moyenne +EC de trois essais indépendants.
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Les teneurs en flavonoides présentes dans le liquide de spiruline fermenté augmentent
entre Oh, 24 h et 48 h de fermentation, avec des concentrations de ’ordre de 2194,79 +9,45,
6263,39+84,1let 12750+549,19 pgEQ/g respectivement, en comparaison avec le témoin.
Néanmoins, ces teneurs restent stables dans le liquide contenant uniquement de la spiruline
(ttmoin) pendant la fermentation.

Apres 72 h de fermentation, une diminution remarquable de la teneur en flavonoides

est observée dans le liquide de spiruline fermenté, atteignant 6909,2261 + 350,13 ug EQ/g.

Les résultats de la quantification des composés phénoliques et flavonoides montrent
que l'augmentation des teneurs de ces composés durant la fermentation est due a la réaction
enzymatique dans le substrat, ce qui libére des composés phénoliques relativement élevés
comme produit final. En effet, la fermentation lactique stimule la réduction du pH, activant
ainsi plusieurs enzymes impliquées dans I'hydrolyse des polyphénols complexes, ce qui conduit
a des polyphénols actifs, plus simples et en plus grande quantité (Wijayanti et al., 2017). De
ce fait, une étude réalisée par Ernesta et al. (2021) signale I'effet de la fermentation de la
spiruline sur I'amélioration des propriétés nutraceutiques.

Il a été rapporté que Lb. plantarum posséde une forte activité glucosidase. Pendant la
fermentation, elle peut hydrolyser les phénols et les flavonoides (Duefias et al., 2005). Il a
également été indiqué que la fermentation peut induire la dégradation structurale de la paroi

cellulaire, entrainant la libération et/ou la synthése de composés bioactifs (Zhang et al., 2012).

Les résultats obtenus au cours de cette étude corroborent ceux rapportés par Niccolai
et al. (2019). Ces auteurs indiquent que la teneur totale en polyphénols dans un liquide
contenant de la spiruline et la bactérie lactigue LAB8014 avait augmenté des le début et
jusqu'au deuxieme jour de fermentation. Cependant, Marco Castro et al. (2019) rapportent
dans leur étude des teneurs de I’ordre de 15 mg EAG g—1 pour la biomasse d’A.platensis
fermentée par LAB8014 pendant 48 h. Ces valeurs sont largement inférieures a celles obtenues

dans notre étude.

Toutefois, les légeres différences observées entre ces résultats sont relativement
mineures. Les variations dans les teneurs en composés phénoliques entre les differentes études
peuvent s'expliquer par le fait que le type de souche de spiruline, la bactérie lactique utilisée,
et les conditions de fermentation peuvent influencer de maniere significative l'estimation de la

teneur et le type des composés phénoliques totaux.

18



Chapitre Il Reésultats et discussion

11.3. Pouvoir réducteur du fer (Ferric Reducing Antioxidant Power)
Les résultats du potentiel réducteur du fer de spiruline fermentée ou non fermentée par

la bactérie lactique Lactobacillus sp. a différents temps sont illustrés dans la figure 06.

0.035 L - .
B Témoin B Spiruline+Lactobacillus
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0.025

o
o
)

0.015
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0.005
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Figure 6. Pouvoir réducteur du fer de la spiruline (A.platensis) fermentée et non fermentée.
Témoin : spiruline + eau distillée.

Les valeurs représentées correspondent a la moyenne +EC de trois essais indépendants

Les résultats concernant la capacité réductrice du fer de la spiruline fermentée par la
bactérie lactique, évaluée a différents temps par la technique de FRAP, montrent que le
potentiel réducteur du fer d’A. platensis fermentée diminue apres 24 h, puis augmente apres 48
h de fermentation. Cette augmentation est évaluée a 41,74 % par rapport au pouvoir réducteur
du témoin et de 50% en comparaison a la capacité réductrice mesurée a 24 h. Cependant, une
diminution de 18 % du pouvoir réducteur a été observée apres 72 h de fermentation. En outre,
aucun changement du pouvoir réducteur n'a été détecté dans la spiruline non fermentée entre

les différents temps de fermentation.
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I1.4. Evaluation de la capacité de piéger le radical libre DPPHe

Les résultats de I’activité antiradicalaire (DPPH) des bouillons de spiruline fermentée

et non fermentée sont présentés dans la figure 7.
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Figure 7. Activité antiradicalaire du radical libre DPPH des deux liquides d’A.platensis.

Témoin : spiruline + eau distillée
Les valeurs représentées correspondent a la moyenne +EC de trois essais indépendants.

Les résultats de I’activité antiradicalaire des bouillons de spiruline fermentés et non
fermentes sont exprimés en pourcentage d’inhibition et en fonction du temps de fermentation.
Ces résultats indiquent que la spiruline fermentée par Lactobacillus posséde des taux
d’inhibition importants et que ceux-Ci augmentent en fonction du temps de fermentation,
variant entre 14,85 + 0,38% et 18,68 + 0,31%. Cela refléte leur forte capacité antioxydante. En
revanche, pendant toute la durée de fermentation, la spiruline non fermentée affiche une
capacité d’inhibition du radical DPPH- faible, inférieure a celle de la spiruline fermentée.

De 0 h a 48 h de fermentation, la capacité de la spiruline fermentée a capturer les radicaux a
augmenteé de 19,7 %. Toutefois, aprés 72 h de fermentation, une légere diminution de 18,68 %
a été observée dans la capacité de cette spiruline a capturer le radical DPPHe.

Nos résultats concernant la capacité a piéger le radical DPPHe sont largement inférieurs a ceux
rapportés par Niccolai et al. (2019). Ces derniers ont montré qu'aprés la fermentation lactique
d'Arthrospira en utilisant Lb. plantarum, I'activité antioxydante avait augmenté de 79 %. De
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méme, de Marco Castro et al. (2019) ont établi que l'activité antioxydante in vitro était
améliorée dans la spiruline fermentée par rapport & la biomasse non traitée.

En outre, Liu et al. (2011) ont rapporté une augmentation de la capacité de piégeage

des radicaux DPPH apreés la fermentation de la biomasse d'A.platensis dans du lait.
Ces observations suggerent que les polyphénols sont lI'un des principaux contributeurs a
I'activité antioxydante, probablement en synergie avec la phycocyanine libérée par la biomasse
d'A.platensis et les composés antioxydants provenant de la bactérie lactique Lactobacillus. En
effet, plusieurs travaux menés par Fu et al. (2011) et Niccolai et al., (2020) ont rapporté des
corrélations positives significatives entre les polyphénols totaux et I'activité antioxydante pour
divers aliments ou boissons. De nombreuses études montrent également que les bactéries
lactiques probiotiques possedent une forte activité antioxydante (Wang et al., 2017 ; Min et
al., 2019). Suzuki et al. (2013) ont identifié deux composés, l'acide L-3-(4-hydroxyphényl)
lactique et I'acide L-indole-3-lactique, comme étant des facteurs potentiels responsables de la
capacité des cultures de Lb. plantarum a piéger les radicaux DPPH.

L’activité antioxydante de la spiruline fermentée est également liée a 1’action des
exopolysaccharides produits durant la fermentation (Hoffmann et al., 2019). En effet, des
¢tudes antérieures ont montré que ’activité antioxydante de certaines espéces de Lactobacillus,
telles que Lb. rhamnosus, Lb. helveticus, Lb. sakei et Lb. plantarum, pourrait étre attribuée a la
production de composés a la surface cellulaire, tels que les exopolysaccharides (EPS) (Wang
et al., 2017 ; Wang, 2020). L'effet antioxydant des EPS pourrait résulter de leur capacité a
piéger les radicaux libres, soit par la libération d'hydrogene actif a partir des groupes
hydroxyles présents sur les EPS, soit par la formation de complexes stables avec ces radicaux
(Pan et Mei., 2010 ; Lietal., 2014).

11.5. Mesure du pH

Les résultats de détermination du pH des bouillons de spiruline fermentés ou non fermentés

pendant la fermentation, sont présentés dans le tableau 2.
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Tableau 2. Valeurs du pH des bouillons fermentés et non fermentés d’A.platensis.

Temps (h) Témoin Spiruline+ Lactobacillus
0 6,36 6,50
24 6,45 6,46
48 6,28 6,36
72 6,75 6,20

Témoin : spiruline + eau distillée

Au début (0 h) et a la fin de la fermentation (72 h), les valeurs du pH du bouillon de
spiruline fermenté indiquent une légére diminution, avec un intervalle de 6,50 & 6,20, par
rapport au témoin qui enregistre des valeurs de 1’ordre de 6,36 a 6,75. Cela peut étre attribué a
la libération d'acides aminés neutres et de protéines provenant de la dégradation de la spiruline.

Ces résultats sont en accord avec ceux de Heo et al. (2018), qui ont étudié 1’évaluation
du pH de la spiruline fermentée par Kazachstania servazzii. Ces auteurs ont constaté que le pH
variait entre 6,92 et 6,02 apres 48 h de fermentation.

Une étude menée par Tolpeznikaite et al. (2023) sur la détermination des composes
bioactifs au cours de la fermentation en milieu liquide et en milieu solide de la spiruline
fermentée par des souches de lactobacilles indique que les valeurs du pH des échantillons de
spiruline n'ont pas varié apres 48 h de fermentation. Cette différence observée entre nos
résultats et ceux de la littérature peut probablement s'expliquer par la souche de bactérie

lactique étudiée et les conditions de fermentation.

11.6. Effet sur la croissance de Lactobacillus sp.
La figure ci-dessous représente la courbe de croissance de Lactobacillus dans le

bouillon de spiruline, exprimée en UFC/mL en fonction du temps de fermentation.
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Figure 8. Croissance de Lactobacillus sp. en présence de spiruline (A.platensis).

Les valeurs représentées correspondent a la moyenne £EC de trois essais indépendants.

Les résultats obtenus montrent que la croissance de Lactobacillus sp. dans le milieu
contenant la spiruline est maximale et rapide durant les 24 premiéres heures de fermentation.
Cette augmentation est estimée a 38, 75% par rapport a la valeur initiale de I’inoculation. Par
la suite, les valeurs sont restées constantes apres 48 h de fermentation. En revanche, une
diminution de 25,1% de la charge microbienne a été observée apres 72 h de fermentation et

ceci peut étre expliqué par I’épuisement des nutriments dans le milieu.

D’apres ces résultats, il apparait que la spiruline s’est révélée étre un substrat adéquat
pour la croissance de Lactobacillus sp. En effet, I'augmentation progressive de la croissance de
Lactobacillus peut étre attribuée a la présence de substances hautement accessibles et nutritives
dérivées de la biomasse de spiruline, qui stimulent le métabolisme bactérien. Ces substances
comprennent des exopolysaccharides, des acides aminés libres, des vitamines, des minéraux

essentiels et des acides nucléiques (Niccolai et al., 2018).

Certaines études ont montré la croissance des bactéries lactiques en présence de

spiruline (A. platensis). En effet, Jamnik et al. (2022) ont observé que l'augmentation
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maximale du nombre de bactéries lactiques se produisait au cours des 24 premieres heures de
fermentation. De plus, Niccolai et al. (2019) ont démontré que la biomasse lyophilisée d'A.
platensis favorisait la croissance de Lb. plantarum, atteignant une concentration bactérienne

maximale de 10,6 Log CFU/mL apres 48 heures de fermentation.

Conformément a ces résultats, Bhowmik et al. (2009) ont constaté que 1'ajout d’A.
platensis aux différentes cultures de Lactobacillus favorisait la croissance, atteignant jusqu'a
un maximum de 9 Log UFC/mL aprés 10 h d’incubation. Ils ont également observe que la
spiruline pourrait offrir une source unique de nutriments pour les bactéries probiotiques grace
a sa capacité a réduire le potentiel redox, son effet prébiotique, ainsi que la présence

d'absorbeurs d'oxygene.
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Conclusion

De nos jours, les cyanobactéries suscitent un grand intérét au sein de la communauté
scientifique en raison de leur haute valeur biologique et nutritionnelle. Dans ce contexte, la
demande croissante pour des produits fermentés, fonctionnels ou végétaliens ouvre de
nouvelles perspectives pour [l'utilisation d'A.platensis. Cette cyanobactérie est désormais
envisagée comme un ingrédient naturel et/ou un stimulateur de croissance des bactéries
lactiques dans la production d'aliments fermentés. En effet, cet intérét a stimulé la recherche
continue de nouveaux ingrédients naturels a intégrer dans les formulations alimentaires
(Bhowmik et al., 2009). L’objectif de cette étude est d’une part de valoriser la spiruline
Behatam en la transformant en spiruline fermentée a I’aide d'une bactérie probiotique, et
d’autre part d’évaluer I’effet de la fermentation lactique sur les propriétés fonctionnelles de la
spiruline, notamment son activité antioxydante, ainsi que sur la croissance de la bactérie
probiotique utilisée (Lactobacillus sp.). Les résultats montrent une augmentation des composés
phénoliques dans le liquide de spiruline fermenté par Lactobacillus, avec des concentrations
plus élevées apres 24 h (57,81 + 1,35 mg EAG/g) et 48 h (81,81 + 2,92 mg EAG/g) de
fermentation par rapport au témoin (35,73 £ 1,35 mg EAG/g a 24 h et 55,09 + 4,60 mg EAG/g
a48h).

Parallelement, les teneurs en flavonoides dans le liquide de spiruline fermenté
augmentent a 24 h et 48 h de fermentation, avec des concentrations respectives de 6263,39 *
84,19 ugEQ/g, 127504£549,19 ugEQ/g, comparées au témoin. Cependant, aprés 48 h, une
diminution notable de la teneur en flavonoides est observée, atteignant 6909,22+350,13
HIEQ/g.

La capacité reductrice du fer dans la spiruline fermentée augmente aprés 48 h de
fermentation avec un pourcentage de 15,39 %. Cependant, une réduction de 18,1% a été notée
apres 72 h de fermentation.

Concernant 1’évaluation de 1’activité de piégeage du radical libre DPPHe, les résultats
montrent que la spiruline fermentée présente des taux d’inhibition élevés, lesquels augmentent
avec le temps de fermentation, variant entre 14,85+0,38% et 18,68 +0,31 %. En comparaison,
les taux d’inhibition du témoin sont de 13,04 +0,94 % et 1,68+0,31%. Les valeurs du pH du
bouillon de spiruline fermenté montrent une légére diminution par rapport a celles du témoin.

La croissance de Lactobacillus.sp dans le milieu contenant la spiruline est maximale et
rapide au cours des 24 premieres heures, augmentant de 38,75 % par rapport a 1’inoculation
initiale. Apres 48 h, les valeurs restent constantes, mais une diminution de 25,19% est observée
apres 72 h.

En conclusion, la fermentation lactique est une méthode efficace pour créer des produits
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fonctionnels innovants a partir d'A.platensis. En plus d'améliorer les propriétés nutritionnelles

et fonctionnelles de la spiruline, cette technique permet également d'incorporer une quantité

significative de cellules de Lactobacillus probiotiques, offrant ainsi des avantages

supplémentaires au produit final. Ainsi, pour valider cette étude et poursuivre le travail

entrepris, les perspectives suivantes peuvent étre envisagées :

v
v

Evaluation de la Stabilité et de la Biodisponibilité de produit fermenté.

Réaliser des éetudes cliniques pour évaluer les effets de la spiruline fermentée sur la
santé humaine, ainsi que des tests consommateurs pour évaluer I'acceptabilité et les
préférences des produits développés.

Evaluer la viabilité économique et la durabilité de la production de spiruline fermentée
a grande échelle, en considérant les colts de production, les impacts environnementaux
et les bénéfices potentiels.

Lyophilisation et encapsulation de la spiruline fermentée afin de produire des
compléments alimentaires.

Tester d'autres souches de bactéries lactiques pour déterminer si elles peuvent offrir des
avantages supplémentaires en termes de croissance et de fermentation.

Etudier la possibilité d'incorporer la spiruline fermentée dans d'autres produits

alimentaires fonctionnels.
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Annexes .1. Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.
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Figure 9. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique

Annexe. 2 . Courbe d’étalonnage de la quercétine.

DO a 430nm

1.8

y = 0.0428x - 0.0014-"®
R? = 0.9998"

T4 |

ot
oo

1.2 e .

1.6

1 e

o
.

0.8

o’
o

0.6

0.4 s

0.2 e

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Concentration mg/mL

45

Figure 10. Courbe d’étalonnage de la quercétine
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Annexe 3 :Observation macroscopique et microscopique de la bactérie Lactobacillus sp.

Figure 11. Aspects macroscopique (A) et microscopique (B) de la bactérie Lactobacillus
sp.(Objectifx100), coloration de Gram

Annexe 4 : Spiruline BEHATAM

Figure 12. Spiruline BEHATAM sous forme de poudre
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Fiche technique projet

Nom et prénom

MADANI Dalila Djihane

Intitulé du projet

SPIRUFER

Numeéro de téléphone

0659691057

Adresse e-mail

Madanidjihane@gmail.com

Ville d’activite

Tiaret, Algérie

Un complément alimentaire sous forme des gélules a base de spiruline

fermentée par une bactérie probiotique.

SPIRUFER répond a un besoin croissant dans le domaine de la santé et du bien-étre. Il
combine la spiruline, un super-aliment riche en nutriments, avec des probiotiques pour une
fermentation benéfique. Ce produit innovant offre une solution multifonctionnelle. 1l répond a
la demande pour des produits de santé naturels qui soutiennent la santé générale, préviennent
les maladies et favorisent un bon équilibre intestinal. Le marché des compléments alimentaires
est en pleine expansion, avec une forte demande pour des solutions efficaces, innovantes et

naturelles. Grace a cette combinaison, SPIRUFER se distingue comme un produit innovant et

prometteur dans un marché en pleine croissance.

1. Au client :

> Notre produit SPIRUFER est naturel et de haute qualité qui rivalise le produit
étranger avec un prix avantageux.

» Produit unique dans le marché algérien qui associe les bienfaits nutritionnels
de la spiruline avec les avantages de la fermentation probiotique, créant ainsi
une solution de santé avancée et différenciée.

> Ce produit contribue activement au bien-étre général des clients en offrant un
produit qui aide a prévenir

équilibre intestinal et soutient la santé globale.

les pathologies oxydatives,

» Ce produit est praticable pour les adultes et les personnes agées.
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1.2. Autres projets ont été ciblés pour le méme probléme et mis en ceuvre
A ce jour, il n'existe aucun autre complément alimentaire sur le marché qui associe ces deux
éléments (spiruline et probiotique) de maniere aussi efficace.
2. Consommateur :
Ce complément alimentaire a base de spiruline fermentée par une bactérie probiotique a le
potentiel d'attirer un large public de tous ages :
> Les patients atteints de déficits en vitamines et minéraux particuliers.
> Les athletes et les amateurs de sport.
> Les utilisateurs de produits biologiques; il y a une population de plus en plus importante
qui privilégie les produits biologiques et naturels. Les individus ont la possibilité de
chercher des compléments alimentaires a base de spiruline afin de savourer une
collation saine et biologique.

> Personnes avec des problemes digestifs

3. Relation client :
> Création d'un message publicitaire puissant; le pouvoir des réseaux sociaux peut étre
exploité afin de communiquer avec les clients et d'accroitre la visibilité du produit.
» Proposer une assistance aprés-vente; un service apres-vente peut étre offert aux clients

pour assurer leur satisfaction et leur utilisation optimale du produit.

4. Chaines

» Vente directe avec I’entreprise ou bien le fournisseur.
> A travers des publicités.

» Marketing sur les réseaux sociaux.

5. Partenaires
» Le fournisseur de matiére premiére M. Aek HIRI.
» Les fournisseurs d'équipements sont des entreprises qui offrent les machines et les
équipements indispensables aux opérations de production et de fabrication.
» Partenaires en Réglementation et Conformité
» Les partenaires de marketing et de vente.
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6. Les étapes clés de la production

> Préparation et sélection des ingrédients a savoir la spiruline et les bactéries probiotiques

» Optimisation des conditions de fermentation de la spiruline par les bactéries

probiotiques.
Fabrication de spiruline fermentée

YV V. V V V V

en magasin.

7. Activités secondaires

> Geérer les stocks et organisation des ressources.

YV V. V VYV V

d'améliorer le produit ou le service.

A\

Gestion Financiére et Comptabilité

Y

» Management des activités logistiques et de la distribution.

Lyophilisation de la biomasse de spiruline fermentée.

Vérification de la qualité des gélules
Conditionnement et emballage du produit.

Coordination des activités internes et gestion des opérations.
Formation des employés et amélioration des compétences.

Assurance qualité et conformité aux normes
Gestion des relations avec les prestataires et les partenaires.

L'innovation est favorisée par la recherche

Promotion et marketing du produit ou du service.

8. Les ressources clés pour réaliser le projet

Encapsulation : sélectionnez le type de gélules (gélules en gélatine ou végétales)

développement

Distribution et marketing du produit : Utilisation des canaux de distribution en ligne et

afin

Transport et distribution

Ressources Source Fournisseur
Spiruline Locale Aek HIRI
Les bactéries lactiques Locale /
Machines de fermentation Etrangere /
Machines d’encapsulation Etrangére
Locale de stock
Locale /
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9. Ressources humaines

Gérant

Comptable

Employés

Agent de sécurité

Femme de ménage

N N B P -

10. Structure des codlts

Frais d’établissement

100 000,00 DA

Frais d’ouverture de compteurs (eaux, gaz,) 50 000,00 DA
Logiciels, formations 120 000,00 DA
Dépdt marque, brevet, modéle 50 000,00 DA

Droits d’entrée

2 000 000,00 DA

Location fonds de commerce ou parts

1 000 000,00 DA

Droit au bail

600 000,00 DA

Caution ou dép6t de garantie

200 000,00 DA

Frais de dossier

20 000,00 DA

Frais de notaire ou d’avocat

80 000,00 DA

Enseigne et éléments de communication

290 000,00 DA

Location achat immobilier

1 000 000,00 DA

Travaux et aménagements

1 500 000,00 DA

Matériel de laboratoire

40 000 000,00 DA

Matériel de bureau

400 000,00 DA

Stock de matiéres et produits

4 000 000,00 DA

Trésorerie de départ

4 000 000,00 DA

Total

53 620 000, 00 DA
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11. Les frais du projet

Assurances

500 000,00 DA

Téléphone, internet

120 000,00 DA

Autres abonnements 20 000,00 DA
Carburant, transports 100 000,00 DA
Frais de déplacement et hébergement 50 000,00 DA

Eau, électricité, gaz

300 000,00 DA

Mutuelle

100 000,00 DA

Fournitures diverses

100 000,00 DA

Entretien matériel et vétements

100 000,00 DA

Nettoyage des locaux

30 000,00 DA

Budget publicité et communication

300 000,00 DA

Total

1720 000, 00 DA

12. Salaires des salariés et des fonctionnaires

Salaires employés

200 000,00 DA

Rémunération nette dirigeant 50 000,00 DA
13. Revenu total
Nombre d’unités produites par mois 200
Prix de vente 1200 DA

Revenu total

240000, 00 DA

14. Pourcentage d’augmentation du chiffre d’affaires entre chaque mois

Premiére année 3%
Deuxiéme année 4 %
Troisiéme année 6 %
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Résumé

La spiruline suscite un grand intérét scientifique en raison de sa haute valeur biologique
et nutritionnelle. La demande croissante pour des produits fermentés crée de nouvelles
opportunités pour l'utiliser comme ingrédient naturel ou comme stimulateur de croissance des
bactéries lactiques dans les formulations alimentaires. C'est dans ce contexte que ce travail se
concentre sur la valorisation de la spiruline BEHATAM par sa fermentation avec une bactérie
probiotique, en évaluant I'impact de la fermentation lactique sur ses propriétés fonctionnelles,
notamment son activité antioxydante, et sur la croissance de la bactérie probiotique utilisée.

Les résultats obtenus montrent que les teneurs les plus élevées en composés
phénoliques totaux et en flavonoides ont été enregistrées apres 48h de fermentation, atteignant
respectivement 81,81 + 2,92 mg EAG/g vs 55,09+ 4,60 mg EAG/g et 12750 + 549,19 ugEQ/g
vs 3384,22 +£7,15 ugEQ/g comparées a celles de la spiruline non fermentée. Parallelement,
I'activité antioxydante, mesurée par la méthode DPPH, est améliorée aprés 72 heures de
fermentation, avec un pourcentage d'inhibition variant entre 14,85 + 0,38 % et 18,68 + 0,31 %.
De plus, l'activité réductrice ferrique de la spiruline fermentée est plus élevée apres 48 h,
comparée au témoin. La croissance de Lactobacillus sp. dans le milieu contenant la spiruline
est maximale aprés 48 h de fermentation, estimée a 7,14 Log UFC/mL. Ces résultats suggerent
que la fermentation lactique de la spiruline ouvre la voie a la création de nouveaux produits
alimentaires fonctionnels.

Mots clés : Spiruline, fermentation lactique, probiotique, potentiel thérapeutique
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