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Stockage intracellulaire des nutriments chez 1’algue verte Chlorella

sorokiniana Shihira & Krauss

M. Belkoural
A. Dauta2

Mots clés : Chlorella sorokiniana, quotas cellulaires, azote, phosphore, chlorophylle.

Les réserves intracellulaires en azote et en phosphore ont été déterminées chez Chlorella sorokiniana. Les quotas cellu-
laires maximal et minimal pour les deux nutriments sont respectivement de 67,9 et 19,9 ne at.10-9 cellules pour ’azote
et de 5,19 et 0,51 g at.109 cellules pour le phosphore. Les carences azotée et phosphorée s’accompagnent
d’une réduction importante (de 44 % a 83 %) des teneurs en chlorophylle des cellules.

Intracellular storage of nutrients for the green algae Chlorella sorokiniana Shihira & Krauss

Keywords : Chlorella sorokiniana, cellular quotas, nitrogen, phosphorus, chlorophyll.

Intracellular reserves of nitrogen and phosphorus have been determined for the green algae Chlorella soro-
kiniang. The maximum and minimum quotas for the two nutrients were respectively 67,9 and 19,9 ,g at.10?
cells for nitrogen and 5,19 and 0,51 18 at.10-9 cells for phosphorus. The lack of nitrogen and phosphorus in the medium
led to a marked reduction (44 % to 83 %) of the cellular pool of chlorophyll. :

1. Introduction

Depuis I’isolement de la premiére souche de Chlo-
relle par Beijerinck en 1890, une multitude de tra-
vaux sur les exigences nutritionnelles de ce groupe
d’algues a vu le jour (Walker 1953, Krauss 1955,
1958, Eyster et al. 1958, Bowen et al. 1965, Gerloff
1968, O’Kelly 1968, McBridge et al. 1971, Bruck-
ner & Hofner 1977, Pistorius et al. 1978, Nakajima
et al. 1979, Neilson & Larsson 1980, Joung & Akin
1983). Outre la source de carbone (CO5) et I’éner-
gie lumineuse, de nombreux éléments minéraux
indispensables a la croissance de Chlorella spp. ont
été répertoriés (N, P, K, Mg, Ca, S, Fe, Cu, Mn,
Zn, Cl, ..)). Parmi ces éléments minéraux, ’azote
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et le phosphore peuvent étre considérés comme les
deux facteurs essentiels. La littérature offre d’ail-
leurs de multiples exemples de limitation de la crois-
sance par ces éléments nutritifs (Al Kholy 1956, Soe-
der et al. 1971, Aitchison & Butt 1973, Nyholm
1977a,b, Rhee 1978, Benemann & Weissman 19835,
Mostert & Grobbelaar 1987).

En conditions nutritionnelles non limitantes, le
taux de croissance d’une population dépend unique-
ment des propriétés intrinséques spécifiques des cel-
Iules et tend vers une valeur optimale pour une tem-
pérature et une intensité lumineuse bien définies
(Belkoura & Dauta 1992). Lorsque les conditions
nutritives s’éloignent de 1’optimum, le taux de crois-
sance diminue et devient fonction de I’élément le
moins représenté dans le milieu (Loi du minimum).
L’équation de Monod (1942), formulée a I’origine
pour décrire la croissance bactérienne, a longtemps
été utilisée pour rendre compte de la relation liant
le taux de croissance (i) & la concentration de I'élé-
ment nutritif limitant (S) : '
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p = pmax *S/Ks + S (1)

avec y, : taux de croissance, pmax : taux de crois-
sance maximal, S : concentration de 1’élément
nutritif, Ks : constante de demi-saturation

Cette équation fut par la suite améliorée pour inté-
grer le phénoméne de stockage intracellulaire des
nutriments. En 1969, Droop proposa ainsi I’expres-
sion suivante :

p = pmax * (1 — Q/Qo) (2)
avec y : taux de croissance, ymax : taux de crois-
sance maximal, Q : Quota cellulaire a I’instant
t, Qp : Quota cellulaire minimal

L’introduction du facteur Qp, (quota cellulaire
maximal) dans I’équation précédente (Dauta 1982),
explique I’évolution asymptotique de Q vers Q,
quand la disponibilité du nutriment dans le milieu
s’accroit. Elle permet une meilleure prédiction des
taux de croissance:

p = pmaxrn * (Q-Qp)/(Qn-Qp) (3)
avec y, : taux de croissance, T : Température, I :
Intensité Lumineuse, ymaxr 1) : taux de crois-
sance maximal lié A Tet I, 8 : Quota cellulaire
a I'instant t, Qg : Quota cellulaire minimal, Qy, :
Quota cellulaire maximal.

La conception d’un modé¢le de croissance pour
Chlorelia sorokiniana est tributaire de I’acquisition
d’une base de données importante. Dans cette opti-
que, nous avons été conduit a étudier précédemment
les paramétres de croissance liés & la lumiére et 4 la
température (Belkoura & Dauta 1992). Dans cet arti-
cle, nous aborderons les résultats des expériences
relatives au stockage intracellulaire des deux prin-
cipaux nutriments, 4 savoir I’azote et le phosphore.

2. Matériel et méthodes

2.1. Mise en carence des cultures

Les nutriments considérés dans ces expériences
sont I’azote N(NQj), apporté sous forme de KNOjs,
et le phosphore P(PQy), apporté sous forme de
K>;HPO,.

Des cultures en phase exponentielle de croissance
sont ensemencées dans un milieu riche en nutriments
(200 mg/1 en KNO3, 25 mg/1 en K;HPO,) et pla-
cées pendant 8 heures dans des conditions de tem-
pérature et d’intensité lumineuse optimales (30°C,
300 ,E.m2.s°1). Durant cette période d’incubation,

il est supposé que les cellules constituent des réser-
ves proches de la limite supérieure (Qp,).

Ces cultures subissent par la suite une filtration
douce sur filtre Millipore (0,45 ,m) et un ringage
abondant avec du milieu de culture sans nitrate et
sans phosphate, pour éliminer toute trace de N, P
et de matériel excrété.

Elles sont ré-ensemencées dans un milieu privé du
nutriment a étudier (N ou P) et remises a 30°C sous
un éclairement de 300 4 E.m-2.s-1.

Les cultures se développent au détriment de leurs
réserves en N ou en P : elles se carencent d’autant
plus que les cellules se divisent.

La densité des cultures est suivie quotidiennement
jusqu’a I’annulation de leur taux de croissance : on
admet alors que cet arrét correspond a I’instant ou
les réserves intracellulaires tendent vers le minimum

(Qo)-
Ln (DO750i +1 / DO9503) = 0 4
avec : DO750j + 1 : densité optique de la culture
au jour j+1
DO750j : densité optique de la culture
au jour j

2.2. Détermination des quotas cellulaires minimum
et maximum

Les cellules en phase exponentielle de croissance
soumises & de trés fortes concentrations en nitrate
et en phosphate recélent des quantités intracellulai-
res maximales de N(NO3) et de P(PQy) ; leurs quo-
tas en N et en P (Q,N et Q,P) sont par conséquent
maximums.

Privées de N ou de P, les cellules (au nombre de
Ng) se multiplient en fonction de I'importance de
leurs réserves (QN et QP) jusqu’a I’épuisement de
celles-ci (QoN). Soit N’ le nombre de cellules
correspondantes :

No X Qn = N’ X Qg )

Qu/Qqp, coefficient de consommation de luxe, est
défini par N’/N.

Des doses connues (D;) en N(NO3) ou en P(POy)
sont ajoutées dans le milieu et assimilées par les
algues totalement carencées, autorisant celles-ci a
reprendre leur croissance jusqu’a la compléte dis-
parition de leurs nouvelles réserves. Soit N; le nom-
bre de cellules alors obtenues :

N'Qy + Dy = NiQp soit Qp = (DN’ —Ni) (6)
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La détermination chiffrée de Q¢ ménera a celle
de Qp, ; celle des quotas transitoires se fera de pro-
che en proche, en utilisant les concentrations
intermédiaires.

Ce protocole, établi par Dauta et al. (1982), per-
met de définir exactement les valeurs de Qp, et Q.
Il suppose un épuisement asymptotique des réser-
ves (on admet que, pendant le développement de la
carence, la croissance suit 1’évolution des quotas).
Il est généralement admis que les valeurs Q,, et Qp
sont indépendantes des températures et des intensi-
tés lumineuses appliquées (Dauta et al. 1982).

Parallélement & 1’estimation des quotas cellulai-
res en nutriments, 1’évolution du quota en chlo-
rophylle a été suivie sur des cultures privées d’azote
ou de phosphore. Le dosage des pigments a été réa-
lisé par la méthode de Marker et al. (1980).

3. Résultats

Les figures 1 et 2 décrivent I’évolution des cultu-
res utilisées pour la détermination des stocks intra-
cellulaires en azote et en phosphore.

La croissance de Chlorella sorokiniana est trés
rapidement affectée par I’absence de N(NO,) dans
le milieu de culture. Les divisions cellulaires s’arré-
tent complétement entre le 2¢ et le 3¢ jour de mise
en carence (Fig. 1).
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Fig. 1.Evolution temporelle d'une population de Chlorella soro-
kiniana pendant une carence en N-NO, et apr¢s ajout d’azote.
Fig. 1. Temporal changes of the Chlorella sorokiniana popula-
tion during N-NQ, deficiency and after nitrogen addition.

Les effets de ’absence de P(PQy) sur la crois-
sance sont relativement plus tardifs. Le développe-
ment cellulaire se poursuit jusqu’aux environs du
5¢ jour. Au-dela, I’arrét de la croissance est brutal
(Fig. 2).
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Fig. 2. Evolution temporelle d’une population de Chlorella soro-
kiniana pendant une carence en P-PO, et aprés ajout de
phosphore.

Fig. 2. Temporal changes of the Chlorelia sorokiniana popula-
tion during P-PO, deficiency and after phosphorus addition.

L’addition dans le milieu de culture de I’élément
nutritif qui fait défaut (N ou P) autorise les algues
A reprendre leur croissance jusqu’a la disparition
compleéte de leurs nouvelles réserves (Figs 1 et 2).

L’étalement des courbes dans le temps est direc-
tement lié a ’influence de I’intensité lumineuse et
de la température sur le taux de croissance des cul-
tures (Belkoura & Dauta 1992).

Le tableau 1 reporte les valeurs des quotas mini-
mal et maximal pour 1’azote et le phosphore. Les
valeurs des rapports Q.,/Qq révélent que les réser-
ves en azote, capables de soutenir la croissance cel-
lulaire en I’absence du nutriment, sont environ 3 fois
moins élevées que celles en phosphore.

L’absence de N(INO3) ou de P(POy) dans le milieu
de culture oblige les cellules & se développer au détri-
ment de leurs réserves internes en N ou en P. Cela
se traduit par une diminution des valeurs de QN ou
de QP au cours du temps (Figs. 3 et 4). Cette dimi-
nution, trés prononcée pendant les 2 ou 3 premiers
jours de mise en carence des cultures, s’atténue pro-
gressivement par la suite jusqu’a atteindre le quota
cellulaire minimal (Qp).
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Parallélement, les carences en nutriments se réper-
cutent de maniére spécifique sur I’évolution des
teneurs en chlorophylle des cellules (Fig. 5). La
carence en azote produit un effet 4 la fois intense
et rapide par rapport a celle du phosphore ; dans
le premier cas la teneur en chlorophylle passe de 93
a4 16 yg.10%ellules, soit un rapport de 5,8, alors

Tableau 1. Réserves intracellulaires en nutriments : quota mini-
mal (Qp) et maximal (Q,,) pour I’azote et pour le phosphore.
Quotas exprimés en #g-at.l(}9 cellules {+ écart type).

Table 1. Intracellular reserves of nutrients : minimum (Qy) and
maximum (Q,,) quotas for nitrogen and phosphorus. Quo-
tas expressed as Mg-at.lO‘g cells (+ standard deviation).

AZOTE PHOSPHORE
Qo 19,9 + 11 0,51 = 0,11
Qn 67,9 + 3,9 519 + 1,08
Q' Qo 3,4 10,1
10 , QN

N
—J
T

=
L
z

d
-
=

QN (ug at N . 10" ® cellules)
[}
=]

Temps (j)

Fig. 3. Evolution du quota en azote (QN) pendant une carence
en N-NO,.

Fig. 3. Changes in the nitrogen quota (QN) during N-NO,
deficiency.

que la privation en phosphore correspond a une
baisse dans un rapport de 1,8 seulement (Tableau 2).

L’évolution des quotas cellulaires en chlorophylle
en fonction des quotas cellulaires en nutriments (N
ou P) montre par ailleurs que les déficits en azote
se traduisent par une chlorose quasi immédiate et
brutale (Fig. 6) alors que ceux en phosphore n’alté-
rent, de maniére significative, les quotas en chlo-
rophylle qu’aprés avoir atteint des valeurs corres-
pondants & environ 1/4 de QP (Fig. 7).

Discussion

Le tableau 3 regroupe les données de la littéra-
ture relatives aux quotas cellulaires en azote et en
phosphore chez différentes espéces d’algues. Seules
les mesures exprimées en unités comparables (pg
at.10-2 cellules) ont été reportées, et de ce fait la liste
présentée est loin d’étre exhaustive. Les résultats
obtenus dans cette étude sont également rappelés.
L’analyse de ce tableau met en évidence la trés
grande disparité des données disponibles. Plusieurs
raisons peuvent expliquer cette situation :

— Le développement relativement récent des
recherches sur le stockage intracellulaire des
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Fig. 4. Evolution du quota en phosphore (QP) pendant une
carence en P-PO,. ‘

Fig. 4. Changes in the phosphorus quota (QP) during P-PO,
deficiency.
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Tableau 2. Variation du quota en chlorophylle. Comparaison entre le quota de cellules non
carencées et celui de cellules carencées en azote ou en phosphore.

Table 2. Variation of the chlorophyll quota. Comparison between quota of none deficient
cells and nitrogen or phosphorus deficient cells.

Quota en chlorophylle
(ug chl a . 10°° cellules)

Cellules non carencées (Q,,Chl) 93
Cellules carencées en azote (QyChIN) 16
Cellules carencées en phosphore (QgChlIP) 52
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Fig. 5. Variations du quota en chlorophylle (QChl) de cultures
carencées en azote (~N) ou en phosphore (—P).

Fig. 5. Variations in the chlorophyll quota (QChl) of nitrogen
(—N) or phosphorus (—P) deficient cultures.

éléments nutritifs en relation avec celui des modé-
les de simulation de la croissance algale.

— La mise en ceuvre de méthodes d’évaluation
des quotas totalement différentes basées, pour cer-
taines sur une estimation globale du phosphore ou
de I’azote cellulaire, et pour d’autres sur I’annula-
tion du taux de croissance lorsque le quota minimal
(Qg) est atteint. Cette derniére méthode présente

Fig. 6. Evolution du qubta en chlorophylle (QChl) en fonction
du quota cellulaire en azote (QN).

Fig. 6. Changes in the chlorophyll quota (QChl) in relation to
the cellular quota of nitrogen (QN).

d’ailleurs ’avantage de correspondre exactement a
la définition de stock employée en modélisation.

— L’utilisation par les algues de diverses voies
métaboliques selon la nature de la source azotée ou
phosphorée. En conséquence, les vitesses d’assimi-
lation d’une part et les possibilités de stockage de ces

" nutriments d’autre part peuvent subir des variations

considérables (Neilson & Larsson 1980, Syrett 1981).
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Tablgau 3. Données de la littérature relatives au stockage intraceltulaire de 1’azote et du phosphore.
Table 3. Literature data for the intracellular storage of nitrogen and phosphorus in different algae species.

Espéces d’algues Azote Phosphore Réf.

W U W QW Qn QnQ

Cyanophycées

Anabaena_cylindrica Lemm. 57 132 2,31 0,54 3,18 5,90 15
Anabaena macrospora Klebahn - - - 4,96 25,04 5,05 17
Anabaena sp 100 - - - -
Microcystis aeruginosa Kutz 189 356 1,88 4,64 . 31,32 6,75 17
Synechocystis_minima Bourr. 175 385 2,20 0,35 4,46 12,74 16

Cryptophycées
Cryptomonas ovata Ehr. 360 2200 6,11 3,50 330 94,29 12

Haptophycées

Isochrysis_galbana Parke 29-33 - - - - : - 5
Isochrysis_galbana Parke 30 - - - - - 9
Isochrysis galbana Parke 20 - - - - - 10

Bacillariophycées

Asterionella_formosa Hass. 600 - - 30

Asterionella formosa Hass. - - - 2 - -
Asterionella formosa Hass. - - - 1,5-3

Asterionella japonica Cleve - - - 1,5

Cyclotella nana Ktz. - - -
Fragilaria bidens Heib. 161 531 3,30 12 67,8 5,55

1
Fragilaria crotonensis Kitton 88 183 2,08 2,85 22,04 7,73 1

Chlorophycées :

Ankistrodesmus falcatus Raifs 83 315 3,80 0,26 4,24 16,31 16

Chlorelta pyrenoidosa Chick - - - 3 - - -8

Chlorella_sorokiniana Shih. & Kraus. 20 68 3,40 0,51 5,19 10,1 -

Chilorella sp. 12 - - 1,4 - - 2

Chlorella sp - - - 3,3 - - 4
7

Chlorella - - - -
Chiorella vulgaris Beiger. 80 230 2,88 0,23 2,98 12,96 16

Coelastrum cambricum Archer 61 143 2,35 1,50 20,70 13,80 17
Coelastrum microporum Nag. 81 196 2,43 1,90 11,63 6,12 15
Dictyosphaerium pulchellum Wood. B84 126 1,50 0,87 6,06 6,97 15
Monoraphidium minutum Komar. 40 93 2,33 1,73 30,62 17,70 15
Pediastrum boryanum Menegh. 180 260 1,42 7,56 46,87 6,20 15
Scenedesmus crassus Chod. 110 380 3,45 1,2 8 6,67 14
Scenedesmus crassus Chod. 120 393 3,28 1,24 8,33 6,72 15
Scenedesmus quadricaula Breb. - - - 4,5 - - 8
- Scenedesmus quadricaula Breb. 170 378 2,20 7,33 41,41 5,65 15
Scenedesmus sp . 46 - - 1,7 -

Selenastrum sp - - - 1,1 6,5 5,91 13
Staurastrum pingue Telling 176 626 3,57 3,95 24,21 6,13 17

Références : (1) Grim 1939 ; (2) Ketchum & Redfield 1949 ; (3) Mackereth 1953 ; (4) Al kholy 1956 ; (5) Caperon 1968 ;
(6) Fuhs 1969 ; (7) Soeder et al. 1971 ; (8) Muller 1972 ; (9) Droop 1973 ; (10) Greeney et al. 1973 ; (11) Rhee 1973 ; (12)
Cloern 1976 ; (13) Brown & Harris 1978 ; (14) Brunel & Guerri 1980 ; (15) Dauta 1982 ; (16) Piquemal 1990 ; (17) Boumnich
1992.
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Fig. 7. Evolution du quota en chlorophylle (QChl) en fonction
du quota cellulaire en phosphore (QP).

Fig. 7. Changes in the chlorophyll quota (QChl) in relation to
the cellular quota of phosphorus (QP).

L’évaluation des stocks ou des surplus en azote
ou en phosphore a I’aide du protocole établi par
Dauta et al. (1982) donne simultanément les quotas
maximal et minimal. Cette méthode, originale et
relativement simple, permet d’introduire le stock
maximal (Q,,) dans I’équation de croissance : =
pmax » (Q-Qg)/(Qn-Qqp). Cette équation aboutit
bien a un taux de croissance nul lorsque Q atteint
Qp ; elle permet également la prédiction d’un taux

-de croissance maximal lorsque Q tend vers Q. Les
résultats obtenus dans notre étude sont trés repro-
ductibles. Les valeurs de Qq et de Q,;, déterminées
différent de celles reportées pour d’autres espéces
du méme genre (Tableau 3) ; ces 2 paramétres repré-
sentent donc bien des constantes spécifiques de I’al-
gue. Le quota minimal en phosphore, QqP, est net-
tement inférieur au QgN, ce qui est en accord avec
les rapports moyens N/P de la matiére vivante. Ces
résultats confirment le fait, déja souligné par Cape-
ron & Meyer (1972), que les cellules sont capables
d’absorber une forte dose de nutriments sans réper-
cussion immédiate sur le taux de croissance.

Les cellules de Chlorella sorokiniana ayant subi
un jeline en nutriments paraissent relativement peu
affectées, puisque leur croissance reprend aussitot
aprés ’addition d’éléments nutritifs (N ou P, Fig.
1 et 2). La carence en azote est cependant beaucoup

plus sévérement ressentie par cette espéce, entrainant
vraisemblablement des désordres physiologiques.
Chez Chlorella sorokiniana, la limitation en azote.
et dans une moindre mesure celle en phosphore,
affecte les teneurs en chlorophylle qui deviennent
trés basses (Fig. 5). Ce phénoméne, observé égale-
ment chez d’autres espéces d’algues (Hayward 1965,
Deboer & Rhyter 1977, Brunel & Guerri 1980,
Dauta, 1982, Olsen et al. 1983, Piquemal 1990,
Boumnich 1992), ne semble pas &tre spécifique a la
chlorophylle mais peut s’étendre & d’autres pigments
tels la phycoérythrine chez les Rhodophycées (Cala-
brese & Felicini 1970, Deboer & Rhyter 1977) ou la
phycocyanine chez les Cyanophycées (Boussiba &
Richmond 1980).

La diminution des teneurs en pigments, consécu-
tive 4 la mise en carence des algues, ne parait pas
étre un processus irréversible. Cette dégradation est
en effet réversible tant que les quotas minimums
(quotas de subsistance) ne sont pas affectés par la
durée de la carence. Chapman et al. (1978), Brunel
& Guerri (1980), Piquemal (1990) -ainsi que Boum-
nich (1992) ont montré que la chlorophylle pouvait
&tre régénérée aprés I’addition dans le milieu de cul-
ture de I’élément qui faisait défaut (N ou P). Selon
les espéces, le quota cellulaire en chlorophylle
retrouve sa valeur initiale en I’espace de 24 4 96 heu-
res (Piquemal 1990, Boumnich 1992).

En définitive, cette étude a permis de paramétrer
les quotas intracellulaires en nutriments chez Chlo-
rella sorokiniana. Qutre leur utilité dans la modéli-
sation des cultures d’algues, ces paramétres permet-
tent d’expliquer notamment la survie de ces orga-

- nismes dans des milieux ou un des nutriments vien-

drait temporairement a manquer.
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