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Résumé

Dans les cultures occidentales, depuis une trentaine d’années, certaines cyanobactéries
sont devenues source admise de micro-algues alimentaires, en particulier Spirulina
(Arthrospira) platensis et S. maxima. Au début des années 1980, une autre espeéce,
Aphanizomenon flos-aquae, fut adoptée pour une utilisation similaire. Elle est recueillie
dans I'Upper Klamath Lake, le plus grand systéme lacustre d’eau douce d'Oregon, aux
Etats-Unis. En 1998, la production commerciale annuelle d’Aphanizomenon flos-aquae a
été d’environ mille tonnes. Etant donné que cette espéce n’est pas cultivée comme la
spiruline dans des bassins de plein air ou des étangs de type « champs de course »
(raceways), elle nécessite des procédures de récolte et de transformation trés
différentes. Ces procédures, examinées ici, font appel a de grands filtres, ou tamis, hors
du lac ou a des barges posées sur le lac, qui asséchent et concentrent les microalgues.
Certains procédés, comme ceux qui sont utilisés pour I'enlévement des détritus et des
matiéres minérales et ceux qui permettent de surveiller et de réduire la quantité de
certaines cyanobactéries contaminantes susceptibles de produire des neurotoxines ont

également pris de I'importance dans le contr6le qualité et la commercialisation.



Introduction

Partout dans le monde et durant des milliers d’années, les algues ont été synonymes de
source alimentaire et de traitement contre divers troubles physiques (Hoppe, 1979 ;
Richmond, 1990). Dans les régions cotieres de I'Extréme-Orient, on a découvert que
I'usage de macroalgues (les « algues » du langage courant) comme source alimentaire a
commencé vers 6000 avant JC et démontré que de nombreuses espéces étaient utilisées
comme nourriture et traitement médical autour de I'an 900 de notre ere (Cannell, 1990).
Les Espagnols ont fait état de I'usage de microalgues comme source alimentaire lorsqu’ils
ont rapporté que les indigénes du lac Texcoco recueillaient des cyanobactéries dans les
eaux du lac pour en faire des gateaux séchés au soleil (Farrar, 1966 ; Ciferri, 1983). En
Afrique aujourd’hui, des tribus locales récoltent des cyanobactéries dans la région du lac
Tchad, principalement Spirulina, et en font également de solides gateaux appelés dihé
(Ciferri, 1983 ; Abdulgader et al., 2000). Dans certaines régions du Tchad, les gens en
consomment de 9 a 13 g par repas, ce qui constitue 10 a 60% du repas (Delpeuch et al.,
1975). Toutefois, la plus longue utilisation de cyanobactéries alimentaires constatée
jusqu’a présent est la consommation de Nostoc flagelliforme en Chine, une
consommation attestée depuis quelque deux mille ans et encore en vigueur aujourd’hui,
cette cyanobactérie étant toujours recueillie a grand échelle (Gao, 1998). Dans les
cultures occidentales, I'utilisation de microalgues a débuté dans les années 1970 (Becker
& Venkataraman, 1980). De nos jours, la plupart des producteurs commerciaux de
microalgues se situent dans la région Asie-Pacifique ou quelque 110 de ces producteurs
ont une production annuelle de 300 a 500 tonnes. Ces microalgues cultivées sont, entre
autres, Chlorella, Spirulina, Dunaliella, Nannochloropsis, Nitzschia, Crypthecodinium,

Tetraselmis, Skeletonema, Isochrysis et Chaetoceros (Lee, 1997).




Figure 1. L'Upper Klamath Lake et son lac contigu, Agency Lake, situés dans le sud de I'Oregon, aux Etats-Unis.

Les cyanobactéries Spirulina (Arthrospira) platensis et S. maxima sont produites a
I’échelle commerciale comme complément alimentaire humain et animal et comme
colorant depuis une trentaine d’années (Ciferi & Tiboni, 1985 ; Belay et al., 1996).
Spirulina est cultivée dans des bassins artificiels de plein air en Afrique (Toerien &
Grobbelaar, 1980), Californie, Hawaii, Thailande, Chine (Li & Qi, 1997), Taiwan (Soong,
1980) et Inde (Becker & Venkataraman, 1984) avec une production mondiale en 1995
d’environ 2 000 tonnes (Belay et al., 1996). Mais la plus récente cyanobactérie pouvant
étre utilisée comme complément alimentaire est Aphanizomenon flos-aquae, dont la
production différe significativement de celle de Spirulina car elle est extraite d’un lac
naturel au lieu d’étre cultivée dans des bassins artificiels. Depuis le début des années
1980, cette algue (le mot « algue » sera repris dans cet article car c’est le terme utilisé
par tous les consommateurs de ce produit) est extraite de I'Upper Klamath Lake, en
Oregon, et vendu comme aliment et comme complément alimentaire de santé. En 1998,
le marché d’Aph. flos-aquae comme complément santé a constitué environ $100 millions
avec une production annuelle dépassant les mille tonnes (poids a sec). Cet article
examine les techniques de récolte et de transformation actuellement en usage au lac
Klamath afin de préparer cette biomasse, ainsi que les questions de controle de qualité

soulevées par la présence de cyanotoxines.
L’'écosystéme du lac Klamath

L'Upper Klamath et son lac contigu, I’Agency Lake, est le plus grand systéme lacustre
d’eau douce d’Oregon (surface de 324 km? ; littoral de 161 km de long en moyenne). Il
draine un bassin versant de 9 800 km? (figure 1). L'Upper Klamath Lake est peu profond,
avec une profondeur moyenne de 2,4 m. Il est flanqué a l'ouest par les Cascade
Mountains et a l'est par le Great Basin. Le lac Klamath est alimenté par deux affluents
principaux, la Williamson River et la Wood River, ainsi que par de nhombreuses sources et

cours d’eau moins importants.

Les récits historiques, qui datent de plus d’un siécle, attestent que le lac a toujours été
productif, contenant non seulement une grande quantité d’algues mais également des
poissons et de nombreuses espéces d'oiseaux d’eau et d'oiseaux prédateurs. Lorsque de
la glace du lac fut prélevée pour la premiéere fois (en 1906), on remarqua qu’elle était
colorée en vert a cause des algues. Les poissons suceurs (meuniers) étaient si répandus
gue les gens utilisaient des fourches pour les pécher. On a rapporté des densités de nids
de balbuzards atteignant dix unités par mille carré (Bortleson & Fretwell, 1993).

Aujourd’hui, le Klamath Basin est toujours le lieu d’hivernage du plus grand



rassemblement de pygargues a téte blanche des 48 Etats et est également la plus grande

halte pour les oiseaux d’eau dans la voie migratoire Pacifique.

Le lac Klamath a vu son eutrophisation augmenter depuis sa découverte par les
Américains non-autochtones (Wood et al., 1996 ; Kann, 1997). L'hydrologie du lac a été
transformée par les détournements d’eau dans les bassins versants supérieurs et par la
construction d’'un barrage a la sortie du lac en 1921. Les flux de déversement du lac,
essentiels pour l'exportation d’éléments nutritifs, ont été modifiés et le niveau du lac
s’est réduit a un niveau inférieur a celui d’avant 1921. Le niveau d’eau plus bas a
contribué a une remise en suspension de sédiments du fond, provoquée par le vent,
augmentant la biodisponibilité des éléments nutritifs du lac (Laenen & LeTourneau,
1996). Ce facteur, de méme que des changements dans les pratiques agricoles dans le
bassin versant, induisent des apports en phosphore (P) venant des zones humides de 3 a
10 fois supérieurs aux niveaux trouvés dans les affluents de I'Upper Klamath Basin
(entrées dans les affluents de 65 ug/l) (Miller & Tash, 1967 ; Kann, 1997).

Ces changements subis par le lac et son bassin versant ont indubitablement contribué a
I’émergence des conditions qui permettent actuellement a Aph. flos-aquae de dominer
largement le phytoplancton d’environ juin a octobre. La présence d’Aph. flos-aquae a été
rapportée pour la premiére fois en 1933. Dés la fin des années 1930, elle fut signalée
comme abondante, mais pas dominante, alors que dés le milieu des années 1950, elle
était dominante (Bortleson & Fretwell, 1993 ; Phinney & Peek, 1961). Les registres
actant la prolifération d’algues au cours des sept derniéres années montrent qu’Aph. flos-
aquae est I'espéce dominante du phytoplancton dans I'Upper Klamath Lake (figure 2). En
régle générale, les efflorescences dans le lac Klamath débutent en mars, dominées par
les diatomées Fragilaria (env. 5 mg/l). De fin mai a début juin, Aph. flos-aguae
commence a s’épanouir a son tour (3-15 mg/l). Pendant ce temps, une petite floraison
d’Anabaena flos-aquae peut se produire, constituant moins de 1% de la biomasse.
Microcystis aeruginosa et Coelosphaerium apparaissent souvent en juillet et persistent
jusqu’a la fin de I'automne. Aph. flos-aquae reste I'espéce dominante jusqu’en octobre ou
novembre, atteignant une biomasse pouvant excéder 50 mg/l. Les épanouissements
d’Aph. flos-agquae sont souvent biphasiques, avec un premier pic fin juin début juillet et
un second pic de fin septembre a mi-octobre (Kann, 1997). Les estimations de la
capacité de récolte sont rares mais |I'une d’entre elles réalisée pour le milieu des étés
1965 et 1966 établit la biomasse d’Aph. flos-aquae a environ 30 mille tonnes (Miller &
Tash, 1967). Compte tenu de la dynamique de son efflorescence, les récolteurs de la
biomasse lacustre font état d’une période de récolte de mi-juin a mi-juillet et de

septembre a mi-octobre.
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Figure 2. Biomasse totale moyenne d’Aphanizomenon flos-aquae (en mg/l de poids humide, ligne continue) et
de Daphnia pulicaria (en mg/l, ligne pointillée) dans I'Upper Klamath Lake, Oregon, 1990-1996. Reproduit avec
la permission de J. Kann (Kann, 1997, p. 21).

Procédés de récolte

Deux procédés de récolte sont majoritairement en usage sur le lac Klamath. Le plus
grand récolteur récupére Aph. flos-aguae aprés son passage du lac vers un canal
d’irrigation appelé le canal A (figure 1). A partir de ce canal, un grand nombre de filtres
sont utilisés pour recueillir la biomasse qui est ensuite nettoyée et séchée (voir détails ci-
dessous). Par ailleurs, trois, et parfois quatre, opérateurs recueillent Aph. flos-aquae
directement depuis la surface du lac. Dans ce cas, deux techniques de récolte sont
utilisées, faisant toutes deux appel a des barges autoalimentées. Le premier type de
barge dispose de tamis rotatifs que I'on peut abaisser juste en dessous de la surface du
lac. Avec l'autre procédé, on pompe |'eau et les algues sous la surface vers les tamis sur

la barge. Comme la plupart des algues flottent a une profondeur maximale d’un metre,



ces méthodes permettent d’obtenir une biomasse plus importante qu’a plus grande
profondeur. Le produit récolté de cette maniére est conservé sur les barges a
température ambiante ou parfois refroidi a environ 4°C jusqu’a ce que la biomasse soit
transportée vers une usine de transformation a terre. Aucune donnée n’est actuellement

disponible concernant la quantité de produit recueillie par ces opérateurs sur le lac.
Récolte par canal et transformation

Ce qui suit décrit la méthode de récolte et de traitement des cyanobactéries mise en
ceuvre par Cell Tech International, premier et plus grand opérateur sur le lac Klamath.
De 1980 a 1989, cette entreprise ne pratiquait la récolte d’Aph. flos-aquae qu’a petite
échelle (quelques milliers de kg de poids a sec/an), par gravité, a partir d’'un trou percé
dans un aqueduc d’irrigation surélevé, en béton, partant du lac Klamath. En 1989, elle a
obtenu le droit d’opérer sur son lieu actuel qui recoit sa matiére depuis une zone du
systeme d’aqueducs du lac Klamath appelée canal A. Ce canal débute au sud du lac
Klamath (figure 1) et court vers le sud-est sur prés de 15 km avant de se diviser en deux
canaux séparés : le canal B, qui transporte de l’eau d'irrigation vers l'est, et le canal C
qui convoie de I'eau vers le sud de I’'Oregon et le nord de la Californie. Le carrefour ou le
canal A se divise en canaux B et C est le lieu de récolte (figure 3). Le choix de ce lieu fut
influencé par la présence d’une usine hydroélectrique abandonnée disposant d’une chute
de sept métres au début du canal C. Cette caractéristique est utilisée pour amener I'eau

par gravité dans les tamis de récolte.
Filtres anti-débris

Juste avant les installations de récolte, I'entreprise a placé des filtres anti-débris dont la
fonction est de réduire la quantité de débris divers et de poissons atteignant les
installations de récolte (figure 3). Ces filtres anti-débris ressemblent a ceux qui sont
fréquemment utilisés sur les canaux d’irrigation agricole dans le bassin du Klamath mais
en beaucoup plus grand. Les filtres avant et arriére, dont les mailles mesurent de 0,6 a
1,2 cm, sont placés dans des fentes verticales en face du flux entrant dans les
installations de récolte. Lorsque les premiers filtres sont remplis de débris, ils sont levés
et lavés manuellement depuis le dessous avec de |I'eau sous pression. Les filtres arriére
sont nettoyés aprés que les filtres avant ont été remis en place. Au total, 55 filtres anti-
débris, présentant une surface d’a peu prés 150 m? de surface humide (Gutermuth et al.,
1998), permettent a I'eau de passer rapidement et minimisent le différentiel de pression
a travers les structures. Etant donné que ces filtres anti-débris ne se trouvent pas au
point de sortie de I'Upper Klamath Lake (au début du canal A), ils ne doivent pas étre

conformes aux directives gouvernementales relatives a la péche et qui s’appliquent a



tous les « filets a poissons ». Par conséquent, certains petits poissons, de méme que des
débris, passent tout de méme avec les algues et se retrouvent dans la récolte dont on

doit les sortir mécaniquement.

Comme ces poissons qui se glissent dans les installations de récolte comprennent deux
especes de poissons suceurs (meuniers) classés en voie de disparition par les autorités
fédérales, une attention particuliére est accordée au processus de tamisage. En 1996 a
commencé la collaboration avec le personnel local du Fish and Wildlife Service pour
étudier le piégeage des larves et des poissons plus gros, les modéles de vitesse autour
des filtres anti-débris, I'attraction des poissons vers les sorties des installations de récolte
et les variations de qualité aquatique résultant des procédés de récolte (Gutermuth et al.,
1998).

Tamis de récolte des algues

La premiere série de tamis destinés a la collecte des algues sur le canal A a été
construite en 1990, leur conception permettant de collecter moins d’un tiers du flux du
canal C (le canal C débite & 20 m>/s). A l'automne 1996, les installations de récolte
furent agrandies afin de traiter lI'ensemble du flux du canal A qui peut atteindre
28,3 m3/s. Au total, 46 tamis ont été construits, 8 étant situés sur le canal C supérieur,
28 sur le canal C inférieur et 10 sur le canal B (figure 3). Sur les tamis du canal C, la
chute disperse I'eau sur les filets tandis que dans le canal B, I'eau est pompée a travers
les tamis. Ceux-ci constituent le premier lieu de déshydratation, les algues étant

retenues a leur surface alors que I'eau retombe dans le canal en contrebas.

Les tamis, en nylon, présentent une surface de 20 m?2 IIs sont fixés a une base
métallique et Iégerement inclinés par rapport a I'horizontale. Ils fonctionnent comme un
filtre, I'eau passant a travers tandis que l'algue reste en surface avant d’étre recueillie.
Un dispositif a jet d’eau manuel passant au-dessus et a travers chaque tamis déplace la
biomasse collectée vers un conduit ou elle est pompée vers un filtre secondaire vibrant.
Ce tamis vibrant supprime toute matiére indésirable qui aurait échappé aux premiers
écrans anti-débris. Il permet également de recueillir de petits crustacés comme Daphnia
(figure 2) qui sont commercialisés comme produit alimentaire destiné au secteur de
I'aquaculture. Aprés avoir passé ces tamis vibrants, la boue d’algue est constituée d'a

peu prés 0,1% de matiére solide.

La biomasse d’Aph. flos-aguae disponible sur le site de récolte est trés variable mais la
surveillance de la biomasse du lac et sur le site de récolte permet un usage plus efficace

des installations. Le débit du canal est corrigé des variations saisonnieres et régulé par le



Klamath Irrigation District. La décision de récolter et la capacité de production mise en
ceuvre sont déterminés par le flux de produit passant dans le site de récolte. Ce flux de
produit (en mg/min) est calculé en combinant les débits d’eau (en I/min) et de biomasse
du produit (en mg/l), mesurés en amont des filtres. La figure 4 montre la variation de la
biomasse du phytoplancton et le flux de produit sur le site de récolte durant la saison
1998.
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Figure 3. Représentation schématique du site de récolte de Cell Tech. L’'eau descend le canal A, lequel se divise
ensuite en canal B et canal C. Dans le canal C, |I'eau passe par gravité par une série de tamis. Dans le canal B,
I'eau est pompée a travers les tamis. Des deux cOtés, I'eau est tout d'abord filtrée pour empécher I’'entrée des
poissons et des débris sur le site. La biomasse d’algues recueillie sur les deux sites passe ensuite par un pertuis

et est pompée vers une centrifugeuse horizontale pour traitement ultérieur.

Traitement et stockage

Le produit passant par le tamis vibrant est pompé vers une série de trois centrifugeuses
horizontales a basse vitesse dont le réle est d’éliminer les petits corps étrangers. Cette
étape tire parti du fait que la densité d’Aph. flos-aquae est presque égale a celle de I'eau,
ce qui permet la séparation par centrifugation du sable, du limon et de tout autre résidu
léger. Le concentré d’algues est ensuite conduit par gravité dans une usine de traitement
de 1200 m?. A I'entrée de cette usine, les algues passent tout d’abord a travers un filtre
cylindrique en acier inoxydable afin de réduire la quantité de matiéres étrangéres qui

pourraient endommager la centrifugeuse utilisée pour la déshydratation et la
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concentration des algues. Cette centrifugeuse est verticale et applique une importante
force G pour séparer les cellules et les colonies, supprimant environ 90% de |'eau
subsistant encore. A ce stade, le produit est composé de 6 a 7% de matiére solide. Une
fois concentré, ce produit est réfrigéré a 2°C et stocké avant d’étre pompé vers les

congélateurs.

Les congélateurs, des cylindres verticaux en acier inoxydable de 6,8 m? avec double
enveloppe a I'ammoniac, maintiennent une température de surface de -50°C. Les algues
sont réparties sur la surface en inox sur une épaisseur d’environ 3 mm par une série de
tubes et gélent en quelques secondes. Les algues congelées sont ensuite retirées de la
surface du tambour du congélateur au moyen d’une lame raclante, formant alors des
piéces d’algues surgelées de 5 a 10 cm. Ce produit congelé tombe ensuite du tambour
dans des boites de stockage. Ces boites sont remplies d’environ 450 kg de produit puis
sont retirées du congélateur via un systéme de transport automatisé. Elles sont alors
munies d’un code-barres reprenant la date, I’heure et le poids puis expédiées a 'unité de
congélation pour stockage. Si nécessaire, le produit congelé est envoyé vers une unité
externe sous-traitant sa lyophilisation et sa transformation en une poudre contenant 3 a
5% d’eau. Ce produit final est ensuite transformé en produits consommables comme des

capsules ou des comprimés.
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Figure 4. Pics de biomasse (en mg/l) pour les trois éléments majeurs du phytoplancton sur le site de récolte du
canal C entre juin et octobre 1998. En dessous, le flux de phytoplancton (en kg/min) aprés le lieu de récolte

entre juin et octobre 1998.

Procédures de controdle qualité

En général, tous les récolteurs disposent d’'un programme d’assurance qualité/controle
qualité qui leur enjoint d’effectuer divers échantillonnages et tests au cours de la récolte
et pendant la production, ceci afin de surveiller la qualité du produit. Des lots d'algues en
poudre sont soumis a une série de tests afin de contréler leur qualité en tant que telle et
leur sCreté. Les études menées sur le lieu de récolte de Cell Tech montrent que les
changements affectant la floraison des algues sur le lac prennent au moins deux a trois
jours avant de se manifester sur le site de récolte. Par conséquent, un lot se compose
normalement d‘une journée de récolte. En raison du potentiel qu‘ont certaines
cyanobactéries de produire des cyanotoxines (Carmichael, 1997), la biomasse séchée

peut étre analysée suivant quatre méthodes de recherche de ces cyanotoxines :

1) dosage biologique sur souris pour la détection de neurotoxines (saxitoxine STX,

anatoxine-a),

2) dosage ELISA (dosage immunoenzymatique sur support solide) pour la détection de

microcystines (hépatotoxines),

3) dosage enzymatique par spectrophotométrie pour détecter la présence d’une

neurotoxine inhibitrice de I'acétylcholinestérase (anatoxine-a(s)) et

4) dosage PPIA (inhibition de la protéine phosphatase PP) pour la détection de

microcystines (hépatotoxines).

Un lot peut varier de 20 a 300 boites (450 kg/boite) d'algues congelées. Un échantillon
d’'un kg est prélevé sur chaque boite et étiqueté avec le numéro du lot et I'heure. Pour
chaque lot, un « Acceptance Sampling » (échantillonnage acceptable) (Taylor, 1992)
détermine la taille de I’échantillon a prélever pour que lI'ensemble échantillonné soit
représentatif de tout le lot. Cet ensemble échantillonné, congelé, est Iyophilisé,
homogénéisé au tamis et envoyé pour analyse. Les échantillons restent congelés jusqu'a
I'obtention des résultats des tests. Lorsqu’un lot est accepté, il est lyophilisé puis libéré

pour transformation en produit fini.



Recherche de neurotoxines

La littérature scientifique évoquant la neurotoxicité des échantillons d’algues du lac
Klamath n’est pas probante et aucune neurotoxine n’a jamais été trouvée dans le
phytoplancton du lac Klamath au cours des sept derniéres années de tests réguliers.
Cependant, I|'analyse de la neurotoxicité est nécessaire car deux souches
d’Aphanizomenon ont été signalées comme productrices de neurotoxines (Mahmood &
Carmichael, 1986 ; Rapala et al., 1993). Il a été démontré que |'une de ces souches, NH-
5 (qui produit des saxitoxines, Mahmood & Carmichael, 1986) n’est pas la variété flos-
aquae (Li et al., sous presse) alors que la variété présente dans le lac Klamath est flos-
aquae Ralfs ex Born. & Flah. var. flos-aquae (Li et al., sous presse). Par ailleurs,
Anabaena flos-aquae peut étre trouvée en petite quantité en début de saison, avant le
démarrage de la récolte. Or il a été rapporté que cette espéce, dans d’autres régions des
Etats-Unis et ailleurs, produit des neurotoxines (saxitoxines STX) et des anatoxines
(ANTX). Par conséquent, le biodosage sur souris de I'AOAC (Association of Official
Analytical Chemists, 1990), qui est le test le plus généralement utilisé pour détecter les
STX dans les coquillages, est utilisé pour détecter la présence de STX neurotoxiques et
d'anatoxines-a dans les algues en provenance du lac Klamath. Un autre test mis en
ceuvre pour les anatoxines-a est le dosage par HPLCFL (chromatographie-fluorescence en
phase liquide a haute performance) (James et al., 1998). Un dosage colorimétrique
déterminant l'inhibition de I'activité de la cholinestérase est utilisé pour tester la présence

d’anatoxines-a(s).
Biodosage sur souris pour la détection de saxitoxines et d’anatoxines-a

Faute de méthode standardisée pour la détection de STX dans les algues séchées, une
modification de la méthode de I'’AOAC (1990) pour la recherche des STX dans les
coquillages a été mise en ceuvre. La limite de détection des STX avec cette méthode de
I’AOAC est de 3 ug/g d’algues déshydratées. La limite de quarantaine, au-dela de laquelle
les mollusques deviennent une préoccupation de santé publique, est de 80 ug de STX par
100 g de chair. On pense généralement que cette limite suppose que 100 g de chair de
fruits de mer sont consommés au cours d’un repas, ce qui correspond a l'ingestion
possible de 80 ug de STX. Un étre humain devrait manger prés de 27 g (108 gélules)
d’algues contenant 3 ug/g (limite de détection) pour atteindre ce seuil d’alerte. Quant a
la dose mortelle pour I'homme, elle est de 6 a 12 fois plus élevée. La limite de détection
des anatoxines-a est de 5 pg et le LOAEL (Lowest observed adverse effect level, dose
d'exposition la plus basse produisant un effet néfaste observé) a été établi a 100 ug/kg
de poids corporel. Un homme devrait ingérer prés de 1,4 kg d’algues contenant 5 ug/g

(limite de détection) pour atteindre un seuil toxique.



Dosage de I'anticholinestérase pour les anatoxines-a(s)

Un autre dosage effectué pour surveiller la possible contamination par les toxines
d’Anabaena flos-aquae teste la possible présence d’anatoxines-a(s)
anticholinestérasiques. La méthode est basée sur un dosage colorimétrique pour la
détermination de l'activité cholinestérasique. Mahmood & Carmichael (1987) ainsi que
Matsunaga et al. (1989) ont adapté ce test pour la détection de I'anatoxine-a(s).
L'inhibition de I'enzyme acétylcholinestérase est mesurée par une diminution de la
couleur générée et contrélée a 412 nm a partir de la réaction de I'enzyme et du substrat
acétylthiocholine. Ce pourcentage d‘inhibition est comparé a une courbe standard
dose/effet (inhibition en pour cent sur dose logarithmique d’anatoxine-a(s) purifiée).
Toutes les activités sont comparées aux valeurs obtenues avec I'enzyme sans échantillon

et I'échantillon sans enzyme.

Recherche d’hépatotoxines

Microcystis et Oscillatoria font normalement partie de la population cyanobactérienne du
lac Klamath. Ces deux espéces peuvent produire des microcystines dont l'ingestion a
forte concentration peut causer des dommages hépatiques aigus et mener a la mort.
Quantité et activité des microcystines sont déterminés respectivement par les tests
ELISA et PPIA. Le Department of Agriculture de I'Oregon a établi une limite de sécurité de
1 pug de microcystine par gramme de poids sec du produit. Ce niveau a été fixé sur base
d’une évaluation du niveau de sécurité récemment établi comme valeur guide pour I'eau
potable par une commission travaillant avec I'Organisation mondiale de la santé (OMS).
Cette valeur pour l'eau potable est de 1 pg/l pour une personne buvant en moyenne
deux litres par jour (Chorus & Bartram, 1999). Lorsque |'Oregon a fixé ce seuil
réglementaire, il a laissé au secteur les détails des analyses et du contr6le de qualité. La
plupart des opérateurs ont adopté un immuno-dosage et/ou un dosage enzymatique pour

mesurer les niveaux de microcystine.

ELISA et PPIA pour les microcystines

La méthode ELISA (dosage immunoenzymatique sur support solide) est basée sur la
méthode des anticorps polyclonaux décrite par Chu et al. (1989, 1990) et le PPIA est
décrit par An & Carmichael (1994). Le niveau de sensibilité a la microcystine en utilisant

ces méthodes est d’environ 0,05 ng.

Les microcystines ont été identifié¢es comme de puissants inhibiteurs spécifiques des
protéines phosphatases 1 et 2A (PP1 et PP2A). L’inhibition de ces enzymes est en

corrélation avec la capacité de ces toxines de favoriser des tumeurs et de provoquer des



dégats au foie. C'est pourquoi il est utile de combiner le PPIA (test de bioactivité) avec
I'ELISA (qui teste la présence de toutes les microcystines alors que toutes ne sont pas
bioactives) pour un test de toxicité réelle. Ce dosage est environ 1000 fois plus sensible
qgue le HPLC ou le test de la souris. Le dosage de |'activité PP est réalisé en mesurant le
taux de formation de couleur provenant de la libération de P-nitrophénol a partir de P-
nitrophénol phosphate en utilisant un lecteur de microplaques. Les résultats de la
surveillance des microcystines utilisant des deux méthodes sont donnés a la figure 5. La

comparaison/corrélation entre les tests ELISA et PPIA est visible a la figure 6.
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Figure 5. Contenu en microcystines de la biomasse algale sur le lieu de récolte entre 1994 et 1998 mesuré par
ELISA et PPIA. La concentration maximale admise (CMA) par I'Etat d’Oregon (1 pg/g) est indiquée par une ligne
continue sur le graphique. Les lots contenant un niveau de microcystines inférieur a cette CMA sont utilisés

pour la fabrication de produits destinés a la consommation humaine.
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Figure 6. Comparaison entre les tests ELISA et PPIA pour le dosage des microcystines. Les résultats du PPIA
sont systématiquement inférieurs a ceux de I'ELISA, le coefficient de corrélation étant de 0,84. La microcystine-
LR est le standard utilisé pour I'étalonnage de la plaque d’essai. La ligne pointillée indique I’endroit ol ELISA et

PPIA donneraient des résultats identiques.

Discussion

L'abondante quantité, remarquablement stable, et la haute disponibilité de la biomasse
d’Aph. flos-aquae dans le lac Klamath a fourni la base pour une exploitation commerciale
viable de cette cyanobactérie. La disponibilité d’une telle quantité de biomasse (quantité
estivale disponible > 10° kg), qui est effectivement illimitée durant la saison de
croissance et n’induit aucun colit de production, semble conférer a Aphanizomenon un
avantage économique réel sur le marché. Ceci est d’autant plus vrai si I'on prend en
compte le fait qu’Aph. flos-aguae peut étre commercialisée comme une espece
« sauvage » recueillie dans la nature, ce qui est un avantage marketing sur le marché
actuel de l'alimentation santé. Cependant, les questions logistiques et de contr6le qualité
induites par la récolte et la transformation d‘une biomasse algale sauvage en produit
alimentaire naturel slr se posent avec davantage d’acuité qu’au secteur de la spiruline.
En effet, les lieux de production de ces microalgues pouvant étre placés la ou existent les
conditions optimales pour maximiser le rendement et minimiser les problemes de
contréle qualité, ces questions sont moins prégnantes pour ce secteur. Bien qu'il n’existe
aucune analyse col(ts/bénéfices qui compare les avantages de la « culture en bassin » et
de la « récolte de biomasse sauvage », il semble que chaque méthode présente des

avantages et des inconvénients.

Pour les récolteurs d’Aph. flos-aquae, le co(t le plus important aura été le développement

des procédés de récolte et de traitement afin de garantir un produit de haute qualité qui



respecte toutes les directives et réglements relatifs aux produits agricoles destinés a la
consommation humaine. Alors qu’il n’existe aucune méthode normalisée pour déceler la
présence possible de cyanotoxines dans la biomasse algale, I'industrie concernée prend a
cceur de mettre en ceuvre des méthodes précises et scientifiguement acceptables de
détection de toutes les cyanotoxines pertinentes. Si I'on se base sur les espéces et
variétés de cyanobactéries présentes durant la saison de récolte, certaines neurotoxines
et hépatotoxines posent effectivement la question du contrble de qualité concernant Aph.
flos-aquae. Bien que la littérature rapporte qu’Aphanizomenon peut produire aussi des
neurotoxines dont des saxitoxines et anatoxines-a (Carmichael, 1997), aucun test mené
sur les algues du lac Klamath depuis 1992 n’a réussi a détecter la moindre neurotoxine
issue des cyanobactéries (test de la souris, HPLC ou spectrométrie de masse) (Anderson
& Carmichael, données non publiées). La seule cyanotoxine découverte dans le
phytoplancton lacustre au cours des périodes de test est la microcystine. La comparaison
des niveaux de microcystine découverts avec la composition du phytoplancton permet de
déduire que Microcystis (Carmichael et al., non-publié) est le producteur des
microcystines du lac Klamath. A ce jour, aucun rapport n‘a confirmé qu’Aph. flos-aquae

produit des microcystines.

Lorsque le Department of Agriculture de I’'Etat d’Oregon a fixé la limite en microcystines
pour les produits tirés des algues du lac Klamath, il n‘a pas défini de méthode standard
de contr6le du contenu en microcystines. Etant donné que les méthodes HPLC décrites
dans la littérature ne sont pas congues pour analyser rapidement et systématiquement
des niveaux plus petits ou égaux a 1 ug/g, la méthode ELISA (An & Carmichael, 1994)
est devenue le premier moyen de dépistage des microcystines dans les algues. Mais bien
gue la méthode ELISA ait été utilisée avec succés par d’'autres pour l'analyse des
microcystines (Ueno et al., 1996), aucun des anticorps ELISA n’'a été testé en cherchant
une réactivité croisée pour toutes les microcystines connues (environ 60). Pour cette
raison, et afin de tester la corrélation entre ELISA comme test chimique et un test
d’activité, les récolteurs ont aussi analysé le contenu en microcystines en utilisant le test
PPIA (inhibition de la protéine phosphatase). Ce test d’activité évalue l'inhibition d‘une
enzyme, la protéine phosphatase (PP) ; si toute l'inhibition mesurée dans un échantillon
est due aux microcystines, il devrait y avoir une bonne corrélation entre les deux tests.
La figure 6 montre que c'est le cas pour les microcystines produites par les
cyanobactéries du lac Klamath. Cette figure montre également que le test ELISA donne
des valeurs en microcystines toujours plus élevées que le PPIA. Cela suggeére que
I'activité d'inhibition de la PP (c’est-a-dire la toxicité) des microcystines présentes dans le
lac est moindre que leur nombre absolu obtenu par le test ELISA, la microcystine-LR

étant utilisée comme référence de calibrage dans les deux cas. Donc l'utilisation d’ELISA



pour contrbler et réglementer des produits constitués d’algues peut surestimer le risque
couru par les consommateurs ingérant des microcystines. Toutefois, le risque a long
terme se révélant encore incertain, ELISA sert de sécurité supplémentaire, cette méthode
étant utilisée pour déterminer si le produit est acceptable pour une consommation

humaine et animale.

Aphanizomenon flos-aguae est une source alimentaire et de suppléments nutritionnels
relativement nouvelle. Afin de s’assurer que la demande reste forte pour ces produits, il

s'agira de travailler dans plusieurs directions :

1. La garantie de qualité doit perdurer et toute nouvelle question qui pourrait affecter la
sécurité et diminuer la qualité du produit doit étre réglée rapidement et de maniere

transparente.

2. Les responsables de la réglementation ainsi que la clientéle doivent étre formés a tous
les faits concernant les microalgues et leurs avantages potentiels comparés a d’autres
sources alimentaires et de compléments nutritionnels. Ceci contribuera a réduire le
besoin de réglementation officielle du secteur et assurera la plus grande confiance

possible de la part des consommateurs.

3. De nouveaux produits et de nouvelles utilisations des microalgues doivent étre
développés si la demande pour ce nouvel aliment devait s’étendre au-dela de son usage

actuel limité.
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