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Etude des microalgues (Organisation, Biologie et Croissance).  

Identification de deux espèces de microalgues (Chlorella 

vulgaris et Arthrospira platensis) grâce à leur morphologie 

(observation au microscope) et caractéristiques pigmentaires 

(Chromatographie). 

 

Objectifs : 

 - Définition d’une microalgue, biologie et physiologie (croissance, pigments et 

photosynthèse), utilisations en biotechnologie et environnement 

- Différencier les microalgues des macroalgues 

- Connaître la morphologie, la biologie, la composition (pigments, protéines…) et les 

utilisations de la spiruline et de la chlorelle 

-  Se familiariser avec les techniques de comptage des microalgues, établissement d’une 

courbe de croissance sur ordinateur, calcul du taux de croissance (méthode de Guillard) et 

comparaison à ceux d’autres espèces ou modèles (bactéries, plantes supérieures….) et 

réfléchir sur le potentiel de production des microalgues 

- Utilisation d’une technique de séparation de pigments en chromatographie. Séparer et 

identifier les constituants d’un mélange de pigments de microalgues 

 

 

 

 



 

Fiche de manipulation 

1- Séparation des pigments par chromatographie 

a- Préparation de la cuve 

- Préparer la cuve à chromatographie en y versant sur une hauteur de 0.5 cm environ 

l’éluant (solution éthanol 70 % et eau 30 %) 

- Fermer la cuve avec le couvercle 

b- Préparation de la plaque de chromatographie 

Vous disposez de 10 plaques de chromatographie sur couche mince (CCM) de 7.5 cm sur 5 

cm. Une plaque de CCM est constituée d’une plaque d’aluminium recouverte d’une couche 

de silice. Pour ne pas abîmer cette couche, il ne faut pas manipuler les plaques directement 

avec les doigts mais avec une pince ou des gants. Les plaques sont disponible à côté de 

l’éluant sous la hotte.  

Munissez vous d’un crayon à papier et d’une règle. Tracez un trait sur la longueur basse de la 

plaque à environ 1 cm. Répartir sur ce trait deux croix à 1.5 cm du bord de la plaque. 

Ensuite tracer un trait bien marqué à 1 cm du bord supérieur de la plaque. 

c- Préparation des poudres  

Vous disposez de deux poudres marquées A et B 

Répartissez vous en deux groupes. Chaque groupe met en solution une des poudres dans de 

l’eau distillée, dans un volume de 150 ml (750 µg/150 ml). Remuer la solution à l’aide d’un 

agitateur durant 30 minutes. Chaque binôme prendra 20 ml de chaque solution à mettre 

dans des Erlens Meyer de 50 ml marqués A et B. 

d- Dépôt des solutions sur les plaques 

Chaque binôme dispose à cette étape d’une cuve chromatographie, une plaque préparée et 

les deux solutions A et B. Prendre une goutte de chaque solution et la déposer sur la 

plaque. La goutte doit faire au moins 3 mm et être ronde. Le prélèvement s’effectue avec 

une pipette. Bien faire attention de prélever les deux solutions avec des cônes différents.  

C- Migration 

Introduire la plaque dans la cuve à l’aide de la pince ou de gants et remettre le couvercle. 

Vérifier que la ligne de dépôt est bien au dessus du niveau de l’éluant. Quand le front du 

solvant arrive au niveau du trait du bord supérieur de la plaque, sortir la plaque de l’enceinte. 

Attention : Ne pas déplacer la cuve durant la migration ! 

En attendant la fin de l’expérience lire les documents annexes donnés concernant les 

microalgues et notamment Arthrospira platensis et Chlorella vulgaris. Les deux poudres A et 

B sont effectivement l’une et l’autre de ces microalgues.  



I) Quelles différences fondamentales retrouve t-on chez ces deux microalgues ? 

II) Que va nous permettre d’observer la chromatographie ? 

e- Résultats et interprétations 

I) Que se passe t-il lorsque l’éluant entre en contact avec les dépôts ? 

II) Représenter la migration des deux dépôts sur un schéma, prendre une photo 

pour le rapport car pigments sensibles à la lumière 

III) Le rapport frontal de chaque espèce chimique est défini par : 

Rf = h/H 

H : Distance parcourue par l’espèce chimique 

H : Distance parcourue par l’éluant 

Calculer le rapport frontal de chaque point ; 

IV) Déterminer à partir de vos résultats à quoi correspond la poudre A et B. 

Justifier. 

V) Par quelles autres techniques aurait-on pu différencier les deux poudres ?. 

Rédiger un protocole à tester. 

 

2- Déterminer les caractéristiques d’absorbances des pigments des deux espèces  

a- Etablir un spectre d’absorption des solutions A et B entre 400 et 700 nm. 

b- Lire l’absorption de la solution A et B à la longueur d’onde de 600 nm. Qu’est ce que 

vous en concluez ? 

 

Utilisation du spectrophotometre (2eme étage, Salle de Microbiologie). 

Possibilité de présence d’autres étudiants, donc travailler en toute discrétion pour ne pas 

les perturber. Prendre Pipette plus cônes bleu en plus des solutions A et B. 

Allumer le spectrophotomètre, attendre que la calibration se fasse. Vous disposerez de deux 

cuves identiques. Remplir (au 2/3) la cuve témoin avec de l’eau distillée et la cuve 

échantillon avec la solution A ou B. Choisir le mode souhaité (Excitation avec une longueur 

d’onde unique à valider ou le mode balayage et à ce moment-là, choisir la longueur d’onde 

minimum et maximum). Mettre en place avec précaution la cuve témoin en respectant le 

sens de flèche indiquant le passage du rayonnement. Appuyer sur la représentation 

blanche (à gauche) pour la lecture. Placer ensuite la cuve échantillon et appuyer sur l’icône 

lecture (rouge à droite). Noter le résultats et prendre une photo pour le tracé de 

l’absorbance ( à mettre dans le rapport écrit). 

 

Questions  

a- Quelles différences fondamentales retrouve t-on chez ces deux microalgues ? 

b- Que va nous permettre d’observer la chromatographie ? 

c- Déterminer à partir de vos résultats à quoi correspond la poudre A et B. Justifier 

d- Par quelles autres techniques aurait-on pu différencier les deux poudres ? 

 

 



 

3- Observation des microalgues en microscopie optique 

Mettre entre lame et lamelle les deux microalgues (A. platensis et C.vulgaris), 

observer au microscope optique les caractéristiques morphologiques et faire un 

dessin légendé. 

 

4- Détermination des concentrations cellulaires des microalgues par comptage à 

la cellule de Thomas. 

 

5- Calcul du taux de croissance (µmax en j-1) des microalgues et comparaison avec 

les taux de croissance d’autres modèles.  

 

Lire et comprendre la méthode de Guillard (1973). Relever les valeurs données 

par l’enseignant et remplir un tableau excel pour les calculs indiqués. 

Le taux de croissance « µ » est déterminé à partir des logarithmes népériens des valeurs de 

concentrations cellulaires lors de la phase exponentielle. Il correspond à la pente de la 

régression linéaire dont le coefficient d’ajustement r² est le plus fort (Guillard, 1973) :  

   
it

XiXt






lnln
 où µ est le taux de croissance, Xt et Xi les concentrations cellulaires aux 

temps t et i respectivement, i et t les temps respectivement de début et fin de phase 

exponentielle. 

 

- 6- Mise en évidence du métabolisme de Chlorella vulgaris 

Objectif  

Comparaison de trois types de métabolismes : autotrophie, hétérotrophie, mixotrophie. 

Etude du fonctionnement métabolique d’une souche de microalgue, ici C. vulgairs. 

Il s’agit aussi de se familiariser avec les techniques d’inoculation d’un milieu de culture et de 

travail dans des conditions stériles. 

Trois milieux de culture sont préparés : Milieu de culture minéral KNOP, milieu de culture 

organique et un milieu mixte minéral et organique. 

Nous avons une culture concentrée de C. vulgaris. 

Nous disposons de 6 flasques stériles de culture. Remplir chaque flasque avec 100 ml de milieu de 

culture. Fl1 et Fl2 (Milieu KNOP), Fl3 et Fl4 (Milieu organique), Fl5 et Fl6 (Milieu mixte). 

Chaque flasque est inoculé sous la hôte à flux laminaire de 10 ml de culture mère de C. vulgaris.  



Incuber les flasques dans une chambre de culture (1er étage) à une température régulée de 22°C, 

une luminosité de 100 µmole.m-2.s-1 et un cycle de lumière de 12h lumière/12h obscurité.  

Chaque duo de flasques (duplicata) subira des variations d’éclairement selon le tableau suivant : 

 5 jours 5 jours 5 jours Observations 
Milieu minéral 
Knop 

Lumière Obscurité Lumière  

Milieu organique Obscurité Lumière Obscurité  
Milieu mixte Lumière Obscurité Lumière  

 

Au bout de 15 jours, observez l’état des cultures. 

 

 

 

 



Informations complémentaires sur les spectres d’absorption de 

pigments pour interpréter les tracés obtenus au spectrophotomètre et la 

migration sur couche mince. 
 

 

  

LES CAROTENOÏDES (oranges) : ils sont le deuxième groupe de pigments contenus 
dans la microalgue, avec les carotènes dont le ß-carotène et les xanthophylles. Ils 
sont connus pour être de puissants antioxydants, protéger les cellules exposées à la 
lumière et améliorer la communication intercellulaire qui ralentirait le développement 
des tumeurs cancéreuses. 

  

LES PHYCOBILIPROTEINES (rouge et bleue) : il y a la phycocyanine (bleue), 
uniquement présente chez les cyanobactéries et la phycoérythrine (rouge). Au 
moment de leur apparition sur terre il y a 3,7 milliards d'années, l'atmosphère était très 
sombre et la chlorophylle n'était pas suffisante à une bonne absorption du spectre 
solaire. Les cyanobactéries ont alors développé ces pigments hétéroprotéines (la 
phycocyanine et la phycoérythrine*), absorbant des longueurs d'ondes différentes. 

 

 



Chromatographie 

La chromatographie a pour but de séparer les différents pigments chlorophylliens à 

partir de chlorophylle brute. 

Problème : 

 

1°ACTIVITE : SEPARATION DES PIGMENTS CHLOROPHYLLIENS PAR 
CHROMATOGRAPHIE. 

1°étape : extraction de la chlorophylle brute (ensemble de pigments chlorophylliens): 

Découper une feuille bien verte en fines lamelles après l’avoir nettoyée. 
La broyer dans un mortier avec une pincée de carbonate de calcium ( CaCO3), afin de 

neutraliser le milieu, et un peu de sable, afin d’écraser les cellules. 
On obtient une pâte homogène si le broyage est suffisant. 

Ajouter progressivement 30 mL d’alcool à brûler qui solubilise les pigments chlorophylliens. 
Filtrer le contenu du mortier, on obtient une solution de chlorophylle brute. 

 

2°étape : chromatographie de la chlorophylle brute : Une bande de papier à 
chromatographie taillée pour entrer dans une éprouvette est à votre disposition, vous ne 

devez jamais la toucher avec les doigts. Vérifier qu’elle ne soit pas trop longue et qu’elle ne 
touche pas les bords de l’éprouvette. Tracer un trait au crayon à papier à 3 cm du bord. 
Déposer sur le trait une goutte de solution de chlorophylle brute à l’aide d’un agitateur. 
Laisser sécher puis superposer 2 gouttes de plus. Accrocher la bande au crochet du 

bouchon et la descendre délicatement dans l’éprouvette en ayant soin que le niveau de 
solvant se situe sous la tâche de chlorophylle. Mettre à l’obscurité durant 50 minutes. 

Lorsque le niveau de solvant a atteint le haut de la bande, sortir la bande et entourer avec 
précision au crayon les différentes tâches qui sont visibles. En allant du bas vers le haut 
l’ordre final des pigments chlorophylliens est le suivant : chlorophylle a, chlorophylle b, 

xanthophylles et carotène. 

 

 



Résultats: 

Algues vertes 

Ulva 
Algues brunes 

Pelvétia 
Algues rouges 

Chondrus crispus 

Carotène Carotène Carotène 

Xanthophylle Xanthophylle 
(Fucoxanthine) 

Xanthophylle 

Chlorophylle A 

Chlorophylle B 
Chlorophylle A 

Chlorophylle C 
Chlorophylle A 

 

3-Equipements en pigments chlorophylliens: 

    Les différents pigments ont été identifiés par chromatographie   des algues 
brunes, vertes et rouges.   

    Les différences de migration nous permettent de donner les noms des pigments 
chlorophylliens. Nous avons pris un échantillon de chaque type d'algues (verte, rouge, brune): 

algue verte: ULVE algue rouge: CHONDRUS CRISPUS algues brunes: PELVETIE et 
ASCOPHYLLUM NODOSUM 

Nos résultats: 

 

 

 

Algues vertes 

Ulva 
Algues brunes 

Pelvétia 
Algues rouges 

Chondrus 

crispus 

Carotène Carotène Carotène 

Xanthophylle Xanthophylle 

(Fucoxanthine) 
Xanthophylle 

http://espace-svt.ac-rennes.fr/travaux/algues/pages/chromato.htm


Chlorophylle A 

Chlorophylle B 
Chlorophylle A 

Chlorophylle C 
Chlorophylle A 

 

 

 

 

Cas des algues brunes: leurs xanthophylles leur permettent une absorption dans le vert qui 

les caractérise. Les chlorophylles a et c assurent l'absorption dans le rouge et le bleu. 
Cas des algues rouges: leurs carotènes et les xanthophylles leur permettent une 

absorption dans le vert qui les caractérise. La chlorophylle est seule à assurer l'absorption 
dans le bleu et dans le rouge. 

Cas des algues vertes: elles ont des carotènes et des xanthophylles mais en trés faible 

quantité, ce qui explique leur absorption quasi nulle dans le vert. En revanche, leurs 
chlorophylles a et b majoritaires leur assurent une absorption maximale dans le bleu et dans 

le rouge. 



Conclusion: 

    Les pigments chlorophylliens des algues vertes, brunes et rouges permettent une 
absorption de différentes longueurs d'onde, ce qui explique en partie la répartition 

des algues. 

 

Généralités sur Arthrospira platensis et Chlorella vulgaris 

 

 

 



 

 

 



 

 



 

 

 



 


