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ABSTRACT 

~Nutrients can be used for induction of carbohydrate or protein metabolism of 
three unicellular algae, their chemical variations measured by c/N ratio. The 
C/N determination and evolution can be used as a control for growth phase and 
satured conditions. Cultures of routine production have been tested by such 
a method. The results are discussed.- 

INTRODUCTION 

Si dans des conditions de milieux identiques, les différentes espèces d'algues 
présentent des compositions chimiques voisines (Réf. l ) ,  (Réf. 2), de nombreux 
travaux ont fait apparaître la sensibilité de ce matériel aux modifications du 
milieu. En particulier, la composition chimique des algues varie selon les 
concentrations de sels nutritifs (Réf. 3) ou la phase de croissance (Réf. 4), 
(Réf. 5). Ces modifications se traduisent surtout au niveau des glucides et 
des protéines (Réf. 6), (Réf. 7). Afin d'obtenir une nourriture vivante de 
composition choisie pour l'alimentation des Artemia, Copépodes et larves en 
expérimentation, nous avons testé la capacité d'adaptation de trois espèces 
d'algues unicellulaires in vitro : TetraseZmis suecica, PhaeodactyZwn tr icor-  
nutwn, Monochrysis luther-i. La situation du phytoplancton dans la chaîne ali- 
mentaire lui confère une place importante dans les mécanismes des tranferts 
énergétiques. Si,pour la production secondaire, l'importance de la concentra- 
tion du phytoplancton, de sa composition spécifique, de sa taille est connue, 
l'incidence de sa qualité chimique reste peu analysée. Pourtant les critères 
de qualité des algues vivantes sont primordiaux pour la réussite des élevages 
utilisant celles-ci conmie source de nourriture : qualité bactériologique (Réf. 
8) et valeur nutritive. 

MATERIEL ET METHODES 

La maintenance des cultures est assurée dans des ballons en pyrex de 20 1 préa- 
lablement stérilisés à l'autoclave. Le milieu de culture standard (Réf. 9, 
tableau 2) est stérilisé par filtration sur filtre Millipore de 0,2 p .  La 
salle d'élevage est thermostatée il 20°, sous éclairage continu, et 1 'aération 
des cultures est assurée par bullage d'air comprimé enrichi en CO (Réf. 10). 2 
Un quart de la culture est quotidiennement renouvelé, en substituant stérile- 
ment 5 1 de culture par 5 1 de solution nutritive. 

Plusieurs paramètres permettant de suivre l'évolution de la culture, ont été 
analysés sur des prélèvements journaliers. Une numération cellulaire est 
effectuée au microscope inversé Reichert en utilisant une cellule de Malassez. 
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La composition en carbone et azote a été mesurée sur l'analyseur C.H.N. 
Hewlett Packard. Un volume connu de la culture est recueilli sur filtre en 
fibre de verre Whatman GF/C de 25 mm. Les nitrates et les phosphates ont été 
déterminés à l'autoanalyseur Technicon, sur le surnageant des cultures après 
centrifugation, selon la méthode Tréguer et Le Corre (II). 

Pour les dosages de protéines, carbohydrates totaux, sucres réducteurs, un 
volume connu de la culture est centrifugé, le surnageant éliminé et le culot 
repris dans un volume d'eau distillée, dix fois inférieur à celui de départ. 
Cette solution est aussitôt broyée aux ultra-sons pour l'extraction des compo- 
sants cellulaires. Le dosage des protéines est effectué sur le surnageant du 
broyat après centrifugation, selon la méthode de Lowry, adaptée au technicon 
par Samain et Boucher (12). Sur le broyat total, les carbohydrates totaux ont 
été mesurés selon la méthode de Dubois (13), adaptée au phytoplancton par 
Charra Mallara ( 1 4 ) ,  et les sucres réducteurs selon la méthode calorimétrique 
de ~illstatter (15) à l'acide 3,5 dinitrosalicylique.  amidon est dosé par 
le réactif iodo-ioduré après trois extractions du broyat dans du tampon phos- 
phate pH 6,8 (Réf. 16). 

RE SULTAT S 

Expression de la composition chimique. Les travaux de Parsons et al (1) ont 
montré la possibilité d'exprimer les variations de la composition chimique de 
diverses algues unicellulaires par l'analyse des valeurs relatives du carbone, 
de l'azote et du phosphore. Dans un premier temps, nous avons cherché à expri- 
mer les variations des composants cellulaires par le C/N, dont la détermina- 
tion peut être envisagée en routine. Les mesures de quelques composés cellu- 
laires tels que carbohydrates totaux, protéines, amidon, acides aminés ont été 
effectuées parallèlement à des mesures d'azote et de carbone sur des ballons 
de production de TetraseZmis, PhueodactyZwn et Monochrysis. La corrélation 
entre le c/N et le rapport carbohydrates/protéines est positive et significa- 
tive au seuil de 5% (r = 0,98).  existence de cette corrélation permettra 
l'utilisation du c/N en tant qu'expression globale des variations relatives 
des carbohydrates et des protéines. 

Orientation du métabolisme de TetraseZmis. Les grandes variations du C/N, en 
relation avec le rapport carbohydrates/protéines sont à rapprocher des résul- 
tats obtenus par Antia ( 6 ) ,  Myklestad (4) qui ont souligné l'importance des 
quantités et qualités des sels nutritifs sur 1; composition chimique 
des algues, en particulier sur leur teneur en carbohydrates et en protéines, 
Dans cette optique, l'influence des variations de concentrations des sels nu- 
tritifs sur le c/N de TetraseZmis a été recherchée. 

Six cultures continues de TetraseZmis ont été effectuées en présence de con- 
centrations de sels nutritifs de 0,5 ; 1 ; 2,5 ; 5 ; 10 et 50 fois les teneurs 
de la solution standard. La concentration en vitamines n'a pas été modifiée. 
 a évolution du C/N pendant 10 jours est présentée dans la figure (1). Trois 

' 

niveaux moyens se distinguent couvrant une gamme de c/N allant de 5 à 20. Le 
niveau inférieur est obtenu dès la concentration 2,5 caractérisant alors un 
phénomène de saturation (fig. 2). Contrairement aux observations effectuées 
sur les cultures non saturées (milieux 0,5 et 1) les valeurs de C/N sont sta- 
bles et faibles dans les conditions saturées, traduisant une physiologie mieux 
établie.  a analyse journalière des nitrates et phosphates montre que les mi- 
lieux 0,5 et 1 sont épuisés en 24h et qu'une accumulation progressive des sels 
se produit dans les milieux 5 et 10, confirmant le caractère saturant de ces 
conditions ; l e  milieu 2,5 étant à la limite du phénomène d'accumulation (fig.3) 
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Fig. 1 et 2 : c/N de TetraseZmis 
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FACTEUR DE CONCENTRATION DU MILIEU NUTRITIF STANDARO 

en culture continue, aux concentrations 0,5 - 
50 du milieu nutritif standard. 

Fig. 3 : Cultures continues de TetraseZmis : concentrations résiduelles des 
nitrates et des phosphates aux concentrations 0,5 - 1 - 2,5 - 5 - 10 - 50 du 

milieu nutritif standard. 

Par contre, le milieu 50 est devenu rapidement limitant pour la croissance ; 
les cellules se sont rapidement décolorées et enkystées sous l'effet probable 
des concentrations excessives en sels. 

La modification progressive du C/N à travers les différents niveaux observés 
peut être suivie sur les cultures 1 ,  5. et 10 dont 1 'enrichissement journalier 
est supprimé. La concentration cellulaire, les concentrations de nitrates et 
phosphates ainsi que le rapport C/N ont été contrôlés pendant 15 jours. La 
phase exponentielle de croissance est d'autant plus longue et la concentral 
tion cellulaire élevée que la concentration initiale en sels était importante 
(fig. 4). Le C/N augmente dès que la concentration en sels devient inférieure 
au niveau de saturation et.varie dans la gamme de 5 à 15. 
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Fig. 4 : Cultures de TetraseZmis en milieu non renouvelé : concentration cel- 
lulaire, c/N, sels nutritifs pour trois concentrations initiales. 

La composition chimique des cellules phytoplanctoniques des milieux 0,5 ; 1 et 
2,5 a été analysée sur une dizaine de jours. Les résultats exprimés en pg/106 
cellules sont rassemblés dans le tableau 1. La composition chimique des cultu- 
res continues 0,5 et 1 est très semblable. La culture 2,5 se distingue par 
des teneurs faibles en carbohydrates et en amidon, des teneurs supérieures en 
azote, en protéines et en acides aminés.  augmentation des carbohydrates dans 
les milieux 0,5 et 1 est principalement liée à celle de l'amidon dont la pro- 
portion passe de 15 à 35%. 

Tableau 1 : Composition chimique de TetraseZmis (pg/106 cellules) aux concen- 
trations 0,5 ; 1 ; 2,5 du milieu nutritif standard. 

Variabilité comparée du C / N  de TetraseZmis, PhaeodactyZwn et Monochrysis. 
L'évolution du C/N en relation avec l'épuisement en sels a été étudiée sur 

- 

trois cultures en phase exponentielle : TetraseZmis, PhaeodactyZwn et Mono- 
chrysis, dont les milieux ne sont plus renouvelés, La variabilité intraspé- 
cifique du C/N est aussi importante chez les trois espèces. Cependant, et bien 
que les milieux nutritifs soient identiques au départ, les courbes de crois- 
sance sont très di£ f érentes (f ig. 5). 

Contrôle des cultures.: Les résultats précédents permettent de mettre en évi- 
dence l'extrême sensibilité de la composition chimique des cellules phytn- 
planctoniques aux variations de milieu. Le rapport C/N fournit une information 
suffisante pour détecter ces modifications de composition. Il a donc été 

Acides 
aminés 

5,7 

1 1  

14 

Protéines 

28,l 

31,7 

54,l 

mesuré systématiquement sur des cultures de routine effectuées au laboratoire 
de production d'algues du COB. Trois espèces, destinées à l'alimentation des 

Amidon 

24,1 

24,8 

3,4 

larves de poissons, des Artemia et du zooplancton en expérimentation, y sont 
cultivées. 

N 

7 94 

8,8 

18,2 

C 

82 

83,l 

99,5 

-. 

> 

Milieu 0,5 

Milieu 1 

Milieu 2,5 

11,l 

9,5 

5,5 

Carbohy- 
drates -------------------.------------------,~------------------- 

72,8 

69,3 

22,2 
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Fig. 5 : concentrations cellulaires, C/N de 3 espèces phytoplanctoniques en 
milieu nutritif standard non renouvelé. 

Les valeurs moyennes du C/N et des principaux composés cellulaires, ont été 
déterminées.La cinétique d'évolution du rapport carbone sur azote en réponse 
à l'épuisement provoqué du milieu nutritif a été suivie afin de déterminer 
l'influence d'éventuelles fluctuations du milieu sur la stabilité des cul- 
tures. Les valeurs du c/N des trois espèces sont soumises à une forte dis- 
persion. Monochrysis présente une valeur de c/N moyen (8,6 -1 0,6) significa- 
tivement plus basse que les deux autres espèces TetraseZmis (12,4 I l , l ) ,  
PhaeodactyZwn (11,8 I 0,9). Sa composition élevée en protéines et faible en 
carbohydrates confirme cette donnée (tableau 2). Par contre, si TetraseZnris 
ne se distingue pas de PhaeodactyZwn par son c/N, elle a une teneur signifi- 
cativement plus élevée en carbohydrates, L'analyse des glucides ne révèle de 
l'amidon que pour TetraseZmis ( 4 3 % ) .  Des sucres réducteurs n'ont été décelés 
que chez Phaeodactylwn (23%). A l'absence de renouvellement du milieu pendant 
deux jours, on observe une réponse très différente du C/N des trois espèces 
(f ig. 6). La variation du C/N est très. rapide pour TetraseZmis et Phaeodac- 
tyZwn. Par contre Monochrysis semble peu affectée. L'analyse des concentra- 
tions finales en sels pendant cette période montre que seule cette espèce 
n'a pas épuisé le milieu nutritif. 

Milieu non 
,renouvel4 ' ,- -1 

-Tr+raulmlr - Pharodactylum 
I I -  

I 2 11 4 6 ?JOURSI 2 3 4 5 6 7 JOURS 

Fig. 6 : Culture continue de 3 espèces : cinétique de réponse du c/N et des 
concentrations de NO3 et PO4 à un non renouvellement du milieu (jours 5 et 6) 
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Tableau 2 : Composition chimique des trois espèces phytoplanctoniques dans le 
' milieu standard. 

DISCUSSION 

i 

Carbohydrates 
Azote 

4 8 

10,3 

17,6 

Monochrysis 

Phaeodact y Zwn 

TetraseZmis 

La grande variabilité du C/N en réponse à des modifications du milieu et la 
corrélation positive entre le C/N et le rapport carbohydrates/protéines sug- 
gèrent des adaptations du métabolisme. Ces résultats montrent qu'il est possi- 
ble d'orienter la composition chimique des trois cultures de phytoplancton 
étudiées en modifiant la concentration en sels nutritifs dans le milieu, 

L'enrichissement du milieu en sels nutritifs se traduit par une diminution du 
rapport C/N jusqu'à un seuil minimum (= 5) à partir duquel les sels s'accu- 
mulent et le C/N reste stable.  abaissement du C/N correspond surtout à une 
augmentation d'azote (tableau 1). En effet, bien que les carbohydrates dimi- 
nuent et les protéines et acides aminés augmentent, le bilan carboné reste 
identique. Les protéines et acides aminés bien que plus abondants, ont cepen- 
dant une participation moindre dans l'azote total des cellules ; l'augmenta- 
tion d'autres composés azotés tels que les acides nucléiques ou les sels miné- 
raux (NH4 - NO3) pourrait expliquer ce résultat. L'enrichissement d'acides 
nucléiques devrait conduire à des multiplications plus rapides. Ceci n'appa- 
raît pas dans les cultures 0,5 ; 1 et 2,5 qui ont le même taux de croissance. 
Il s'agit donc probablement d'une accumulation de sels azotés dans les cellu- 
les végétales, ce qui confirme les résultats de Conover (7). 

Protéines 
Carbone 

O, 52 

0,36 

0,36 

L'influence de l'épuisement des sels se répercute sur les phases de la crois- 
sance cellulaire ainsi que sur le C/N (fig. 4 et 5). Une concentration satu- 
rante en sels favorise le maintien en phase exponentielle et une faible valeur 
du C/N ; à l'épuisement progressif du milieu correspond l'amorce de la phase 
stationnaire et l'évolution du C/N vers des valeurs élevées. Le c/N peut être 
un bon indicateur des phases de croissance d'une culture phytoplanctonique et 
de ce fait permet d'en effectuer le contrôle. Les variations du C/N durant les 
phases de croissance confirment les données signalées par Myklestad ( 4 ) ,  
Skoglund (17) selon lesquels des cultures jeunes en phase exponentielle possè- 
dent peu de carbohydrates par rapport à des cellules en phase stationnaire. 
Des études, in vivo, effectuées par Le Masson (18) en Atlantique aboutissent 
aux mêmes conclusions : des eaux jeunes et riches possèdent un C/N plus bas 
que des eaux anciennes et pauvres. 

L'ensemble des résultats permet de confirmer que les variations intraspécifi- 
ques du C/N sont plus importantes que les variations interspécifiques et qu'il 
est possible de contrôler l'état physiologique des cultures par la mesure des 
valeurs moyennes du C/N et la vitesse de réponse de cet indice à l'absence 
d'apport de sels nutritifs. Cette vitesse permet de juger de la saturation 
des conditions du milieu. La richesse des algues en carbohydrates et en 

Carbohydrates 
Carbone 

--------------,---------------.------------------------ 

0,57 

0,87 

1,46 

Protéines 
Azote 

4936 . 

4,27 

4,3 
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protéines est orientable par intervention soit sur la composition du milieu 
en sels nutritifs, soit sur le protocole de renouvellement des milieux de 
culture. Dans le choix de la culture continue ou discontinue, l'expérimen- 
tateur doit tenir compte de la différence de qualité chimique qui peut en 
résulter. Le contrôle d'une culture discontinue (fig. 5) permet d'enregistrer 
des C/N pouvant varier sur toute la gamme (5 3 20). Une telle culture permet 
d'obtenir à la demande des algues de qualité chimique variée. 

La réponse du C/N aux modifications de sels nutritifs varie selon les espèces. 
Pour des conditions de milieux semblables, la composition chimique et le C/N 
peuvent être di£ f érents (tableau 2, f ig. 6). De plus, la présence d'amidon 
chez TetraseZmis, même aux fortes teneurs en sels, ou de sucres réducteurs 
seulement chez Phaeodactylwn, paraît correspondre ii une spécificité des algues 
quant à la synthèse de leurs glucides. 

Dans les cultures de routine du laboratoire de production d'algues, la valeur 
du C/N pour les espèces TetraseZmis et PhaeoàuctyZwn, varie entre 8 et 13 ; 
l'augmentation de ce rapport est rapide à l'absence de renouvellement de 
milieu. Ces caractéristiques traduisent des conditions limitantes et la pos- 
sibilité d'un vieillissement rapide de la culture en cas de déséquilibre des 
sels nutritifs. Cette valeur de C/N est supérieure à celle que l'on a obtenu 
pour TetraseZmis dans les mêmes conditions de milieu en culture continue 
(C/N = 9,5) (tableau 1). Ceci est expliqué par le protocole de production de 
routine au cours duquel aucun renouvellement de milieu n'est effectué pendant 
le week-end ce qui induit des augmentations périodiques de C/N. Associée à 
des conditions limitantes de milieu nutritif, cette technique fournit une 
production variable en qualité chimique, orientée principalement sur des al- 
gues en phase préstationnaire, riches en carbohydrates et de faibles teneurs 
protéiques. La culture de Monochrysis, dans les mêmes conditions, a un C/N 
moyen inférieur (= 8) qui varie lentement à l'absence de renouvellement de 
milieu. Ce comportement traduit des conditions proches de la saturation en 
sels, une fin de phase exponentielle confirmée par une teneur protéique plus 
importante et des carbohydrates en quantité plus faible. 
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