Il. Structures et Protocoles

Parametre Matin Apres-midi
Odeur, couleur, aspect Du lundi au dimanche Du lundi au
dimanche
Tair, T°eau, pH, EC, Du lundi au dimanche (multi Du lundi au
Secchi, 02 paramétres Hach) dimanche

N-NH4+* et N-NO;

Ponctuellement avant apport
(spectrophotometre DR2800)

*

Densité optique (560-
800nm)

1fois/semaine
veille récolte
avec DR2800/4000)

Nettoyage des bords et
extraction des débris

Du lundi au dimanche

*

Compensation
évaporation

Du lundi au dimanche avec eau
de source

Apport N sur la base
d’un apport de
10mg/L/j de N-NH,*

Du lundi au vendredi apres
compensation évaporation.
Jeline le week-end

Récolte et apport
milieu de récolte

Par écrémage le matin apres
arrét brassage pendant la nuit
précédente 1 fois par semaine
a Secchi 1.5-2cm - secchi 3.5-
4cm

Poids sec

1 fois par récolte sur 20-50g de
spiruline pressée — 6h a 40°C
et pesée avec balance de
laboratoire (0,001g)

Observations
microscopiques

2 fois / mois sous Microscope
Nikon

Analyses
bactériologiques (Labo
Départemental) et
floristiques +
Microcystines (Sarl
Limnologie)

Bactério : 1 fois au cours du protocole : Urée +PMA vs

Sulf.ammonium + Ac. phosphorique.

Flore : différents échantillons ont été analysés pour le
protocole 1 en phase de canicule et 1 fois au cours de

septembre (protocole 2)




Il. Bilan des parametres physico-chimiques
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Température cultures PROTOCOLE 1: 16/07-27/08 - 7s

Moy.08h

ET

Moy.16h

ET
Moy.générale
ET

T°max

AR
18,5
2,74
39,8
6,21
27,9
11,74
48,90

UREE 1
21,6
2,07
28,8
3,06
24,5
4,45

34,30

UREE 2
21,0
2,13
29,4
3,42
25,2
5,08
34,70

ALCALI1
21,2
1,99
28,9
3,42
251
4,79

34,30

ALCALI?2
21,1
1,95
29,1
3,46
251
4,87

34,70

°C*j 1990 1354 1342 1081 1083
Température cultures PROTOCOLE 2 : 29/08 - 11/10 - 7s

AR UREE 1 UREE 2 NH4 1 NH4 2

Moy.08h 15,4 17,5 17,5 17,7 17,6
ET 2,63 1,62 1,76 1,61 1,66
Moy.16h 31,3 23,6 23,8 23,8 24,0
ET 5,67 3,14 3,35 3,18 3,13
Moy.générale 23,3 20,6 20,6 20,8 20,8
ET 9,12 3,94 4,14 3,98 4,07

T°max 39,60 27,70 27,80 28,10 28,00
°C*j 1026 915 907 913 914




Il. Bilan des parametres physico-chimiques

pH cultures PROTOCOLE 1: 16/07-27/08 - 7s

UREE 1 UREE 2 ALCALI1 | ALCALIZ2
Moy.08h 9,8 10,0 10,0 10,0
ET 0,15 0,17 0,26 0,30
Moy.16h 9,8 9,9 10,0 10,0
ET 0,16 0,16 0,25 0,30
Moy.générale 9,8 9,9 10,0 10,0
ET 0,16 0,17 0,26 0,30

pH cultures PROTOCOLE 2: 29/08 - 11/10 - 7s

UREE 1 UREE 2 NH4 1 NH4 2
Moy.08h 9,9 9,9 9,9 9,9
ET 0,20 0,20 0,20 0,19
Moy.16h 9,9 9,9 9,8 9,8
ET 0,17 0,18 0,16 0,16
Moy.générale 9,9 9,9 9,9 9,8
ET 0,19 0,19 0,18 0,18




Il. Bilan des parametres physico-chimiques

EC cultures PROTOCOLE 1: 16/07-27/08 - 7s

Moy.08h

ET

Moy.16h

ET
Moy.générale
ET

UREE 1
16,5
0,87
16,4
0,80
16,4
0,79

UREE 2
16,0
0,56
16,1
0,62
16,1
0,59

ALCALI1
16,9
0,27
17,0
0,31
17,0
0,29

ALCALIZ2
16,8
0,72
16,9
0,62
16,8
0,66

EC cultures PROTOCOLE 2 : 29/08 -11/10-7s

Moy.08h

ET

Moy.16h

ET
Moy.générale
ET

UREE 1
16,6
0,44
16,8
0,44
16,7
0,45

UREE 2
16,7
0,65
16,8
0,57
16,7
0,61

NH4 1
16,3
0,56
16,5
0,52
16,4
0,54

NH4 2
16,8
0,58
16,9
0,47
16,8
0,53




IV. Bilan des productions
PRODUCTION DE SPIRULINE 2018 LA CANOURGUE - gPS total - /m? - /m?/j

UREE + PMA vs ALCALI + AC.PHOSPHORIQUE UREE + PMA vs SULF.AMMONIUM + AC.PHOSPHORIQUE

sur période 06/07-16/07 au 27/08

UREE 2-1 (52j) ALCALI 2 (42j) UREE 2-2 (42j) NH4 2 (43j)
g PS tot 844,8 858,4 730,8 646,4
g PS /m? 201,1 204,4 174,0 153,9
g/m?/j 3,9 4,9 4,1 3,6
Moyenne 4,48 513 3,61
gain % * 14%
°C*j 1342 1083 907 914

Programme 2017 : de S25 a S35 - 23/06 au 03/09 - 73j

BASSINS Uréel Urée2 NH4-2
surface (m?) 1,96 1,96 4,27
TOTALPS (g) 185,1 225,6 1028,4
TOTAL PS g/m? 94,4 115,1 240,8
Moyenne PS g/m?/ 129 1,58 3,30
Moyenne par modalité 1,44 4,92 3,48
DIFFERENTIEL Référence 243% 143%
de S36 3 545 : du 04/09 au 10/11 :
63j

BASSINS Uréel | Urée2
TOTALPS (g) 49,7\ 55,0
TOTAL PS g/m? 254 28,1
Moyenne PS g/m?/ 0,40, 0,45
Moyenne par modalité 0,42 1,45 0,88

Catherine LEJOLIVET - LEGTPA LOZERE - 20/11/18 DIFFERENTIEL e 2l LU
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VI. Etude floristique et microcystines sur spiruline fraiche

COMPOSITION FLORISTIQUE - LA CANOURGUE 2018

MODALITES UREE + PMA PROTO. 1 PROTO. 2 PROTO. 1 PROTO. 2
R1160718 R1230718 R1070818 R1210818 [ R1130918 | R3230718 R3070818 R3210818 | R3 130918
% biomasse Urée PMA-1 Urée PMA-1 Urée PMA-1 Urée PMA-1|Urée PMA-2|Urée PMA-1 Urée PMA-1 Urée PMA-1|Urée PMA-2
Arthrospira ondulée 99,5 99,9 99,9 96,2 99,9 99,9 99,6 83,7 99,9
Arthrospira droite n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 16,3 n.d.
Arthrospira spiralée n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
TOTAL 99,5 99,9 99,9 96,2 99,9 99,9 99,6 100 99,9
Cyanobium 0,5 0 0 0 <0,1 0 0 0 0
Leptolyngbya 0 0,1 <0,1 3,8 <0,1 0 0,4 <0,1 0,1
Planktolyngbya <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Pseudanabaena <0,1 <0,1 0 0 <0,1 0 0 0 <0,1
Chlorophycées (Stigeoclonium) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TOTAL 0,5 0,1 0,1 3,8 0,1 <0,1 0,4 <0,1 0,1
Microcystines (eg-LR, ug/g Psec) <0,15 <0,15 <0,15 <0,15 <0,15 <0,15 <0,15 <0,15 <0,15
MODALITES ALCALI ou NH4 PROTO. 1 PROTO. 2 PROTO. 1 PROTO. 2
+AcP. R4010818 R4080818 R4220818 | R4 110918
% biomasse ALC-AcP ALC-AcP ALC-AcP NH4-AcP
Arthrospira ondulée 99,8 99,8 99,7 99,9
Arthrospira droite n.d. n.d. n.d. n.d.
Arthrospira spiralée n.d. n.d. n.d. n.d.
TOTAL 99,8 99,8 99,7 99,9
Cyanobium 0 0 0 0
Leptolyngbya 0,2 0,2 0,3 0,1
Planktolyngbya <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Pseudanabaena 0 <0,1 <0,1 0
Chlorophycées (Stigeoclonium) 0 0 0 0
TOTAL 0,7 6,4 0,1 0 <0,1 0,2 <0,1 0,1
Microcystines (eg-LR, ug/g Psec) <0,15 <0,15 <0,15 <0,15 <0,15 <0,15 <0,15 <0,15
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VIl. Conclusion

1-La modalité la plus favorable est :
Alcali + acide phosphorique avec des
gains de 14% par comparaison avec
Urée + PMA, soit 5,13gPS/m?%j a 600m
d’altitude.

2-LUanalyse bactériologique conduite fin
septembre sur Urée PMA vs NH4 Ac.P met en
évidence la présence d’une flore variée et
abondante notamment dans le milieu « bio
sulfate d'ammonium » des la sortie du bassin.

3-Les cultures ne présentent pas de proportions
significatives de droites, ni de cyanobactéries
indésirables : microcystines <0,15ug/g de Poids sec.




Résultats principaux 2017-2018, Travaux 2019
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Sources d’azote « bio »:
« Alcali »: valorisation Azote ammoniacal usines de
compostages alcion

« Sulfate d’ammonium »: valorisation Azote
ammoniacal boues de méthanisation

Source de phosphore « bio »:
« Extrait acide de laminaire »: entreprise Agrimer,
acide phosphorique extrait d’algues brunes

Source de potassium « bio »:
Sulfate de potasse

Source de NPK organique:

Isotonic B: entreprise BIO3G, a base de jus et creme

d’algues, coquilles marines calcaires, substances B"QG
végétales, extraits de plantes, bactéries telluriques, T e e
acides aminés. N,P205,K20 (3%*, 2%**, 2%***) + 0,007%

de fer




Les valeurs indiquées dans les
tableaux sont des rendements en

gMS/m2/jour

Thématiqgue rendement/tests bio: bilan 2017-2018

ey MED Principales conclusions
de NH4 | Frayssinet
Silson: |MoMbreda] Wodedhapportde | Comcentration [NNNNS o (organique) | . Milieu conventionnel plus performant que
réplicats I'azote d'apport de 'azote| 20mgN/L/jour
Apport milieu de culture| 310 mgN/L a 4,36 / / / «  Milieux alcali et sulfate de NH4 a peu prés al
£86 2017 3 en batch I'ensemencement | (+0,40) perform ants
j i »  Milieu organique frayssinet: échec de culture
Apport journalier (en un 20 mgN/L/jour / / 2,56 2,42 ganiq y!
apport) (£1,41) | (+0,03)
Urée | Alcali
Nombre de Mode d'apport de Concentration
nicall| [P s d'apport de Fazote ISR «  Milieu conventionnel aussi performant que milieux bio
Apport milieu de culture 310 mgN/L a 2,21 / 10 mgN/L/jour
en batch I'ensemencement | (:0,15) «  Apport fractionné d’alcali avec distribution en goutte a
Automne : Apport journalier (en un / 2,08 goutte pas beaucoup plus performant que U’apport
2017 apport) o (£0,45) fractionnée avec distribution en une fois
mgN/L/jour
Apport journalier (en / 2,29
goutte a goutte) (£0,13)
«  Milieu conventionnel avec apport journalier d’urée moi
Urée Alcali :":: performant que milieux bio 10 mgN/L/jour
= TR = = = » Pas d’impact de la source de phosphore sur un milieu
St réplicats I'azote d'apport de |'azote s fcos® (MAP'VS ACP) L .
e e R ey it » Pas de différence significative de performance entre
£bé 2018 2 apport) A0met1/Jous: (£1,12) | (£1,14) | (x1,05) | (22,27) et SUlfate de NH4
) Isotonic
Sulfate |  Isotonic
ARG | 5 ik | forpmatm) (“""‘:.":; *  Milieux conventionnel avec apport en batch
e e T | perfprmant que p‘nheux bio Sl_Jfate de NH4 _1
| R Fazita dapport de Pazote I Acide P +  Possible de travailler avec un intrant organiq
Apport milieu de culture | 310 mgN/L & a2 / / / rendement comparable avec le convention
en batch I'ensemencement ' de NH4
Eté 2018 3 = - 10 mwluour / 428 442 / sy rgn , .
Apport journalier (en un L - £ * Impact delétere sur la culture du melange
apport) 20 mgN/L/jour / / / 2,96 NH4




Thématique rendement/tests bio: orientations printemps/été 2019

. Sulfate de Isotonic nie ho
MH4 0U alcali| (organique) 1apa
Nombre de| Moded'a rt de Concentration
saison | oo et MAP Acide P

réplicats |'azote d'apport de I'azote

Apport milieu de 310 mgN/La X ¥ X

culture en batch ,
I'ensemencement
DL 3 Remplacement des milieux de récolte par
2019 X
eau aquaculture
Apport journalier (en
e ( 10 mgN/Lfjour X X
un apport)
Objectifs:

-Confirmer répétabilité performance intrant sulfate de NH4 OU alcali sur un pas de temps de
deux mois
-Confirmer répétabilité performance intrant organique sur un pas de temps de deux mois
-Comparer sur un méme pas de temps conventionnel avec apport d’urée en batch et appor
d’urée en fractionné 10mgN/L/jour '
-Tester la faisabilité du remplacement des intrants minéraux ajoutée post récolte par de |
de ’aquaponie (compensation de |’évaporation)

-Tester la faisabilité de ['utilisation de guano pour de la culture de spiruline



Thématique rendement/tests bio: orientations printemps/été 2019

Nouveaux bassins:

-Espace moins disponible dans les serres RATHO
-Effet lumiére constaté les autres années:
utilisation de ligne homogéne en lumiere
-Volumes de 150L (déja testé auparavant en
paralléle des basins de 1000L) + bache EPDM
alimentaire

-Pompes de brassage plus douces (Wiltec)

Apport journalier

M1 : Témoin conventionnel urée batch /
3gUrée
M3 : Modalité bio: sulfate de NH4 10,5 mL Sulfate NH4

46 mL isotonic

/
/

Point nécessaire sur budget analyse 2019:
-Microcystines/cyano/bactério/nutri?




Thématique qualité nutritionnelle de la spiruline

1346,0

Sodium AQMC mg/100g 1359,0 1539,0 /

Fer AQMC mg/100g 58,4 57,4 43,2 /
Protéines AQMC B/100g 61,8 585 63,0 64,7
Béta-caroténe AQMC mg/100g 128,0 103,0 141,0 121,0
Phycocyanines brutes AQMC E;'mag 20,1 22,2 23,2 20,9
C-Phycocyanine AQMC 8/100g 11,0 12,1 12,7 11,4

«  Modalité sulfate NH4 supérieure en termes de taux de phycocyanine, bétacaroténe, protéines... mais inférieure en terme de taux

de fer
«  Modalité Organique plus performante en terme de taux de protéines




Thématique sanitaire

->Analyses microbiologiques

2017 (sur fraiche)

Urée Alcali Batch [ Alcali Gag
Paramétres recherché Unités | Critéres Résultats
Micro organismes aérobies 30°C UFC/g 100000 38000 CH satisfaisant 36000 CH satisfaisant 17000 CH satisfaisant
Coliformes thérmotolérants 44°°C UFC/g 100 <10 CH satisfaisant <10 CH satisfaisant <10 CH satisfaisant
Anaérobie sulfito réducteurs 46°C UFC/g 100 <10 CH satisfaisant <10 CH satisfaisant <10 CH satisfaisant
Clostridium perfringens UFC/g 10 <5 CH satisfaisant <5 CH satisfaisant <5 CH satisfaisant
Staphylocoques a coagulase positive| UFC/g 100 <100 CH satisfaisant <100 CH satisfaisant <100 CH satisfaisant
Salmonella /25g Absence ND CH satisfaisant ND CH satisfaisant ND CH satisfaisant
Listeria monocytogénes UFC/g 100 <10 CH satisfaisant <10 CH satisfaisant <10 CH satisfaisant
2018 (sur séche)
Urée + MAP Alcali + AcP | Ssulfate de NH4 + AcP | Isotonic B
Parameétres recherché Unités | Critéres Résultats
Micro organismes aérobies 30°C UFC/g 100000 3000 CH satisfaisant 12000 CH satisfaisant 3000 CH satisfaisant 5000 CH satisfaisant
Coliformes thérmotolérants 44°°C UFC/g 100 180 CH acceptable <10 CH satisfaisant 200 CH acceptable <10 CH satisfaisant
Anaérobie sulfito réducteurs 46°C UFC/g 100 <10 CH satisfaisant <10 CH satisfaisant <10 CH satisfaisant <10 CH satisfaisant
Clostridium perfringens UFC/g 10 <5 CH satisfaisant <5 CH satisfaisant <5 CH satisfaisant <5 CH satisfaisant
Staphylocoques a coagula-se positive| UFC/g 100 <100 CH satisfaisant <100 CH satisfaisant <100 CH satisfaisant <100 CH satisfaisant
Salmonella /25g Absence ND CH satisfaisant ND CH satisfaisant ND CH satisfaisant ND CH satisfaisant
Listeria monocytogénes UFC/g 100 <10 CH satisfaisant <10 CH satisfaisant <10 CH satisfaisant




->Analyses cyano et microcystines réalisées sur batch triplicats/modalité

Thématique sanitaire

Urée + MAP Alcali + AcP Sulfate de NH4 + AcP
% colonies |% biomasse | % colonies |% biomasse | % colonies |% biomasse
Total Arthrospira 2,0 93,5 5,5 97 4,1 96,6
Arthrospira ondulée 1,7 43,4 5 45,1 35 43,1
Arthrospira droite 0,2 39,7 0,5 51,4 0,6 52
Arthrospira spiralée 0,2 10,5 0 0,6 0,1 1,6
Autres cyanobactéries 98,0 6,5 94,5 3 95,9 3,4
Autres embranchements nd nd nd nd nd nd
Microcystines (eq-LR, pg/litre) 0,25 0,35 0,19
Paillettes 18/07/2018 |
Urée + MAP Alcali + AcP Sulfate de NH4 + AcP
% colonies |% biomasse | % colonies |% biomasse | % colonies |% biomasse
Total Arthrospira 46,4 99,6 52,7 99,9 48,4 99,9
Arthrospira ondulée 37,8 51,2 50,3 60,8 27,1 6,7
Arthrospira droite 3,4 29,3 2,2 38,4 15,5 90,5
Arthrospira spiralee 5.2 19,2 0,2 0,8 5,8 2,6
Autres cyanobactéries 53,6 0,4 47,3 <0,1 51,6 0,1
Autres embranchements nd nd nd nd nd nd
Microcystines (eq-LR, pg/gramme) 0,35 0,38 0,36




Thématique sanitaire

- Analyses sulfites

400,0 359,0 668,0
I'I'uﬂs 140,0 72,0 535,0 Valeurs aberrantes au regard
Sulfites (Méthode : 105.0 261.0 4330 : de la bibliographie
II “" ! .mll C £ £
) Moyenne 215,0 230,7 5453
Ecart Type 161,2 1459 117,8
13,0 21,0 9,0
mg/kg 24,0 19,0 11,0 Valeurs cohérentes,
Sulfites [Mﬁ::} Monnier Eur _ 23,0 13,0 16,0 mais > 10 mg/L
Maoyenne 20,0 157 12,0
Ecart Type 5,1 42 36




Méthode d’évaluation de la croissance
de la spiruline

Relation Secchi/Turbiditeé y =-0,002x + 5,6057
Secchi: cm R2 =0,9176
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Méthode d’évaluation du bilan azote

Evaluation masse N tE EOitE DU dans:

«Spiruline apportée a ’ensemencement

aorté par les «Eau neuve composant milieu de base + compensation Trois conclusions OSSibleS:

évaporation de ’eau

Intrants dU systeme sur eIntrants azotés apportés dans le milieu initial et tout au : : -
’ensemble de la long du cycle de production Si le bilan est équilibré, la

culture:

relocalisation du N venant des
intrants est identifiée

Si le bilan est déséquilibré, deux
solutions selon le sens du

déséquilibre:
-Perte d’azote: N évacué sous

. N contenu dans: forme gazeuse
«Spiruline récoltée tout au long de la période de tests : 7 oy
Evaluation masse N P S -Gain d’azote: N récupéré dans

7 «Spiruline résiduelle dans le milieu (filtration de = .
retrouve dans les Uensemble du volume du bassin) l’atmosphere et stocké dans le
extrants du

«Milieu de culture résiduel (mesures des formes de N 13

organique et N minéral apres brassage et mise en milieu de culture
Y " suspension des particules accumulées dans le fond des

SSteme. bassins)
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Bilan de masse N milieu conventionnel

W Autres (dégazage /
assimilation
bactérienne [ Pertes)
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Bilan de masse N milieu alcali
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assimilation
bactérienne / Pertes)

W Azote résiduel milieu
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Intrants azotés MR
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m Biomasse spiruline
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Bilan de masse N milieu sulfate de NH4

m Autres (dégazage / |
assimilation \
bactérienne / Pertes) \

M Azote résiduel milieu |

Spiruline récoltée

3%
Intrants azotés MR
W Intrants azotés MC
W Biomasse spiruline
i ensemencement
W Eauneuve
Intrants Bxtrants

Azota



Résultats bilan de masse N

Urée + MAP
Urée + MAP Bassin 6

Alcali + AcP

Sulfate de NH4 + AcP

Alcali + AcP Bassin 7

o%

Sulfate de NH4 + AcP Bassin 5

1%3I%

\

® Part évaporation N (%)
» Part N fixée dans la spiruline (%)
& Part N résiduel dans le milieu (%)




mg/L
4500
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3500
3000
2500
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0

M1 Conventionnel

Intrants sulfatés

Thématique accumulation de sulfate

1300

M3 Alcali

M1 et M2

Taux de sulfate mesuré dans les milieux de culture

3880

M4 Sulfate de NH4

M3

>Valeurs aprés deux mois de tests

2Risque pour accumulation bactéries
sulfito réductrices?

2Risque de déséquilibre milieu de
culture?

2Précipitation de CaS047? / biblio
hydroponie

Sulfate de potasse

Milieu de récolte

Sulfate de magnésie

Sulfate de fer

Milieu de base ET milieu
de récolte

Milieu de base ET milieu
de récolte

Sulfate de NH4

Milieu de base ET milieu
de récolte
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Structure du projet

Axe 1: Milieu

Axe 2: Souches

Axe 3&4: Procédé,
gualité et
valorisation

Axe 5: Spiruline BIO

Axe 6: Formation et
diffusion

e Optimisation des milieux: sources
d’azote et éléments traces

e /dentification des contaminants

e Collection de Spiruline
e Caractérisation des souches
e Fvaluation des performances

e Impact du séchage et de la récolte sur
la qualité

e Caracteérisation nutritionnelle

e Fvaluation de la faisabilité d’une
culture de spiruline BIO

e Accompagnement et formation des
nouveaux producteurs




Axe 2 : Souches

« Année 1: Isolement et mise en collection

Liste des souches en collection
Milieu de culture: Andersen stérile + vit

31 souches en collection au CEVA:

Code souche Caractéristique Date de mise en collection
1 C34GP Paracas 21/09/2016 - Une fiche par souche :
2 P34GP Paracas 21/09/2016 . P .
3 R34GP Lonar 21/09/2016 morphologie, caracterisation
4 T66CL Lonar 21/09/2016 . e , s
; B T N morphologique et suivis realisés
6 M83RR Lonar 21/09/2016
7 MD83RR Droite 21/09/2016
8 K83RR Lonar 21/09/2016
10 P34RB Paracas 21/09/2016
12 D38RG Droite 21/09/2016
13 LA34BV Lonar 21/09/2016 : >
14 P34BV Paracas 21/09/2016 fila?T:ZTteSt{Sm) 9,3+0,8 11,2+ 0,6
15 A35FP Lonar 21/09/2016
16 E13VR Paracas 21/09/2016 Espacement
17 LO83GY Lonar 21/09/2016 spires (en um) 19,5£3,3 71,3£5,0
18 P83GY Paracas 21/09/2016
19 D83GY Droite 21/09/2016
20 P81AC Paracas 21/09/2016 Adh askneasiind P
21 P85FR Paracas 01/08/2017 s -
22 L85FR Lonar 01/08/2017 VNN
23 D85FR Droite 01/08/2017 % ¢
24 LPMEB Lonar (EDM) 28/11/2016
25 PAMEB Intermédiaire 28/11/2016
26 LCRMEB Lonar 28/11/2016
27 LA85FR Laayoune 20/03/2018 “\l.‘
28 P69PF Paracas 26/07/2018 Lo & Nt
29 LO69PF Lonar 26/07/2018 : ' )
30 D69PF Droite (petite) 26/07/2018 ‘
31

DL69PF Droite (longue) 26/07/2018 => HIStorlque deS SOUCheS 42J



Axe 2: Souches

« Année 2: Performances des souches

2 morphologies Paracas (P81AC et P34RB)
2 morphologies Lonar (T66CL et E13VR)
1 morphologie droite (MD83RR)

P81AC E13VR v/;'ff"

m/\%

P34RB T66CL MDS83RR

- - gl




Axe 2 : Souches
« Année 2: Performances des souches

3 intensités lumineuses :

o 20 pumol/m?/s
o 100 pmol/m2/s

o 200 pmol/m?2/s

Différentes températures :
o 15°C puis 20°C

o 30°C

o 40°C

 Classement selon les absorbances maximales

20 umol/m?s 100 pmol/m¥s 200 umol/m?%s

Cycle 1 -30°C

Cycle 2 - 30°C

Cycle 3 -15 puis 20°C

Cycle 4 - 40°C

Cycle 5 - 30°C

MD83RR

P34RB / E13VR

P81AC / P34RB

MD83RR

MD83RR

MDS83RR / P81AC P81AC / MD83RR
MD83RR MDS83RR / E13VR
P81AC / P34RB /
MDS3RR P34RB / MD83RR
MDS83RR MDS83RR / E13VR
MDS83RR MD83RR / P34RB

=i




Axe 2 : Souches

- Annee 3: Optimisation et maintien de la
collection

— (Ré)-Isolement de I'ensemble des souches en
collection

— Optimisation des systemes de maintien en collection




Axe 4 : qualité produits

« Année 2 : Focus Vitamine B12

« Saisine n° 2014-SA-0096 de ’ANSES:

« '’Agence souligne que la spiruline ne constitue pas une
source fiable de vitamine B12 pour les populations
végeétaliennes, celle-ci étant présente dans la spiruline
majoritairement sous forme d’analogue inactif. »




Axe 4 : qualité produits

« Année 2 : Focus Vitamine B12

e Vitamine de structure complexe
e Cobalamine : famille des corrinoides

* Noyau de 4 cycles pyroles avec au centre un atome
de cobalt

e 2ligands : un lower a-ligand et un upper B-ligand.

— lower a-ligand : essentiel pour bioactivité

* structure benzimidazole-ribose-acide phosphorique liée
a ce noyau = DMBI. Seule forme active chez ’lhomme.

* Autre ligand : adenine =» pseudovitamine B12. inactive
chez I’lhomme (active pour bactéries)

— Upper ligand : conditionne la stabilité

e groupe hydroxyl = I’hydroxocobalamine
* groupe méthyl =» la méthylcobalamine

* résidu adénosyl, le 5-déoxyadénosyl =
I'adénosylcobalamine.

* le cyanure (-CN) =» cyanocobalamine => forme la plus

P
stable [ v
Ref : Nielsen & al, 2012, Chamlagain & al, 2015 +—



Axe 4 : qualité produits

« Année 2 : Focus Vitamine B12

— Méthode d’analyse :

« Méthode microbiologique (historique, non spécifique) VS
chemiluminescence
 Divergence des résultats d’'un facteur 6 a 9

¢ Base de dOnnéeS CEVA — B1 2 Sp|rUI|ne (toutes méthodes)

T L

13,7ug/100g 236ug/100g 659ug/100g

« Analyse des corrinoides présents dans la spiruline
(Watanabe & al, 1999)

— Seule 17% de la vitamine B12 présente est active chez
'Homme




Axe 4 : qualité produits

« Année 2 : Focus Vitamine B12

» Majorité des formes de vitamine B12
présentes dans la spiruline sont inactives
— Mais présence de vitamine B12 active
— Liée a la présence de bactéries?

» Nécessité de développer des méthodes
d'analyses adaptées a la matrice Spiruline

 Valider l'origine de la B12 dosée : Spiruline et
microalgues en général / Bactérienne

* Projet B-Inside

(=]



Axe 4 : qualité produits

- Anneée 3 : Dosage des phéeophorbides

* Phéophorbide :
— Produit de dégradation de la chlorophylle

— Tres sensible aux dégradations thermiques, chimiques ou
enzymatiques

Chlorophylle a

Phéophytine + Phéophorbide
Megh=siim = Phéopigments

dechelatase

Téte formée d'une
porphyrine comprenant
un atome de
magnesium

Queue phytol

Chlorophylle a

Phéophytine a

Chlorophylle > pheophytine > phéophorbide

perte de I'ion magnésium perte de la queue phytol



Axe 4 : qualité produits

- Anneée 3 : Dosage des phéeophorbides

* Pourquoi les doser?
— Critere de qualité de la spiruline

— Peuvent étre photosensibilisant

* |Is peuvent provoquer des dermatoses lors de
I'exposition de la peau a la lumiere si consommeés en
grande quantité

 Teneurs en phéophorbides a ne pas dépasser :
— en Corée du sud pour la chlorelle, teneur phéophorbide < 1 g/kg
— au Japon, phéophorbide < 0,8 g/kg

— aux USA, dans certains dossiers GRAS spiruline (Parry
Nutraceuticals), la teneur en phéophorbide est citée (< 0,8 g/kg)

— aux USA, suivi analytique de la spiruline Earth Rise : dose
moyenne de 0,23 g/kg

0]



Axe 4 : qualité produits

- Année 3 : Dosage des phéophorbides

* Principe du dosage
— La chlorophylle et les phéopigments absorbent a la méme longueur
d’onde : 665 nm

— L’échantillon est acidifié pour transformer toutes les chlorophylles en
phéopigments : rapport d’absorption relative des 2 pigments constants
dans le méme solvant

— Mesure de 'absorbance avant et apres acidification puis équations :

+ Concentration en chlorophylle et en phéopigments (ug.mL-1)

[chlorophylle a] = 114 * K * {|:)|[)665na _ D0665a) *f

[phéopigments] = 11,4 *K* (R * DC)665&l - D0655na) * f

o 11,4 : inverse coefficient d'extinction

oK=243

o R =1,7 (rapport d'absorption relative des 2 pigments constant dans le j—
méme solvant) [ V




Dosage pheophorbide

» Résultats: influence du type de séchage
— A partir de biomasse congelée (cultivée CEVA)

Spiruline Spiruline sechee | Spiruline sechee
lyophilisee a 50°C a 80°C
Teneurs en chlorophylle
-1 5,0 4.9 3,6
(9-kg ')
Ecart-type chlorophylle 0,01 0,15 0,05
Teneurs en phéopigments
3 -1 e 0,8 0,9 1,9
(9-kg ')
Ecart-type phéopigments 0.15 0,08 0,09




Axe 4 : qualité produits

- Anneée 3 : Dosage des phéeophorbides
» Résultats : 15 échantillons recus

10

——tenaurs en chiorophylle §
9 CEVA
" —a— teneurs en pheopigmeris
[
‘e
= B
&
=
= b
s
=
E 4-
2
3
2
.1

/W—/\"H\;

15 3 2 A 12 10 88 7 13 1 1 4 9 14 &6 8A
Mumeéros d'échantillon

L

Teneurs en chlorophylle et en phéopigments de chaque échantillon E



Axe 4 : qualité produits

- Anneée 3 : Dosage des phéeophorbides

« Conclusion : dosage par spectrophotométrie
— Teneurs en chlorophylles varient de 2 a 9 g/kg

— Teneurs en phéopigments : de 0.1 a 2 g/kg
« Phéopigments = phéophytine + phéophorbide
« Teneur en phéophorbide < phéopigments

« Dosage semi-quantitatif : spectrophotomeétrique sans
séparation des différents composés

- Permet de screener echantillons, valider des modes de
stabilisation
— Pour aller plus loin : dosage par HPLC/Fluorimetre
« Augmentation de la sensibilité de la méthode

« Permet de valider la teneur en chlorophylle et phéophorbide
avec précision
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