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RESUME
L’influence du pH du milicu sur la composition en acides gras de Brachionus plicatilis a été étudiée en
ajustant lc pH dc cultures semi-continues de rotiféres. Deux groupes ont ¢té soumis a un pH variant
entrc 5 ct 6, deux autres entre 9 ct 10, les deux témoins (pH non modifi¢) ayant un pH variant de 7 a 8.
Les rotiferes ont ¢t¢ nourris avee un aliment a basc de levure de boulangeric et d’huile émulsifiée.
Les rotiferes ainsi produits  ont ¢té analysés apres 10 jours de traitement. La tencur en lipides ne varie
pas de fagon significative. Unc nette influence du pH cst remarquée sur la composition en acides gras et
notamment sur lcs acides gras longs polvinsaturcs de la séric n-3 dont les teneurs sont plus importantes
a pH acide ct surtout basique qu'a pH ncutre. Cect s’cffectuc au détriment des acides gras de la série n-
7. La différence la plus remarquable concerne 1'acide docosahexacnoique (C22:6n-3), maximale a pH
basique. La manipulation du pH des cultures peut done Etre une technique permettant d’améhorer la
tencur des rotifcres en acides gras cssenticls afin de couvrir les besoins des larves de poissons marins.
Mots clés : Rotifcres, pH, lipides, acides gras, proics vivantes

ABSTRACT

The influence  of pH of rotifer culture medium on the fatty acid content of rotifers was studied. The pH
of rotifer semi-continuous culturcs was daily adjusted cither at pH 5 to 6, cither at pH 9 to 10, while the
pH of thc untrcated control group varied from 7 to 8. Rotifers were fed with a mixture of baker’s yeast
and cmulsificd oil. After 10 days, rotifer fatty acid composition of cach tank was analysed. Total lipid
content did not changc between treatments. A clear pH mfluence was noticed on Long Chain
Polyunsaturated n-3 fatty acids content at the expense of the n-7 monounsaturated fatty acids. The acid
and mainly basic treatments led to higher levels of n-3 highly unsaturated fatty acids in rotifers than
neutral pH. The main difference concerned docosahexacnoic acid (C22:6n-3) with the highest value
observed in rotifers cultures at alcaline pH.

pH monitoring of thc cultures can bc a means to improve rotifer quality in their essential fatty acid
content and in order to meet requircments of marine fish larvac.

Key-words : Rotifers, pH, lipids, fatty acids, live food organisms
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INTRODUCTION

Le rotifére Brachionus plicatilis est depuis 1969 (Hirano) une proie vivante trés utilisée pour
alimenter les stades larvaires de poissons marins (loup, daurade, turbot). En effet, la commodité
de son élevage (petite taille, taux de reproduction ¢élevé, résistance a des conditions de
température et de salinité trés variables) en fait un aliment de choix durant les premiers jours de
vie des larves de poissons marins (Watanabe ef al., 1983a). Mais la valeur nutritive des rotiféres
est variable et influe fortement sur la réussite des élevages de poissons. Celle-ci est surtout reliée
a la composition biochimique et notamment la teneur en Acides Gras Longs Polyinsaturés
(A.G.L.PL) n-3 des proies, essentiels pour les poissons marins (Watanabe et al., 1979 ; Léger,
1980 ; Le Milinaire et al., 1983 ; Watanabe et al., 1989). La composition des aliments est un
facteur prépondérant pour assurer la qualité nutritionnelle de ces proies.

Scott et Baynes (1978) ont montré I'influence des facteurs du milieu (température, lumicre et
salinité) sur la composition biochimique des rotiferes, mais aucune €tude ne concerne le role du
pH sur cette composition et particuliérement sur les acides gras de ces organismes.

Dans une expérimentation précédente (Hamza et Robin, 1992), des rotiferes cultivés avec la
technique du bloom d’algues a deux pH différents présentaient des différences de composition en
acides gras au niveau du taux d’insaturation et du rapport n-6/n-3. Mais ce résultat semblait
surtout di a linfluence de la composition des algues qui varie en fonction du pH du milieu
(Cohen et al., 1988). Pour pouvoir étudier I’influence directe du pH sur la composition en acides
gras du rotifere Brachionus plicatilis, il est nécessaire de le nourrir avec un aliment de
composition constante et indépendante des conditions de culture. La présente expérience a été
congue a cette fin. Des cultures de rotiféres en semi-continu ont été menées a différents pH avec
pour aliment un mélange de levure de boulangerie (Saccharomyces cerevisiae) et une émulsion
d’huile. L’huile utilisée est un mélange d’huile marine et d’huile végétale afin d’étudier une
éventuelle influence du pH sur le rapport entre acides gras n-3 et n-6.

MATERIEL ET METHODES

L’élevage des rotiferes (Brachionus plicatilis) a été réalisé en semi-continu selon la technique
décrite par Gatesoupe et Luquet (1981). Six cuves cylindroconiques de 60 litres alimentées en
eau de mer (35%o) filtrée (1pm) bullées par le fond et éclairées au néon ont été utilisées. Un
inoculum initial de 20 litres de culture de rotiféres a été¢ augmenté de 30% par jour a I’aide d’eau
de mer jusqu’a obtenir un volume de 60 litres. Ensuite, ¥ du volume a été renouvelé chaque jour.
Lorsque la densité¢ de la population est insuffisante (inférieure a 200/ml) le volume prélevé est
tamisé, et les rotiféres remis dans la cuve en renouvelant I’eau.

Deux cuves ont ét¢ maintenues a pH acide en ajustant a pH 5 (par apport d’une solution de
HCI 8N). Deux autres cuves ont ét¢ maintenues a pH basique en ajustant de la méme fagon a pH
10 & l'aide de solutions de NaOH ou de Na,CO,. Néanmoins les pH des cultures se sont
maintenus plus facilement proches de pH 10 que de pH 5. Dans deux cultures témoins, le pH non
modifié a varié entre 7 et 8.

Les rotiferes ont ét¢ alimentés avec de la levure de boulangerie et un mélange d’huile
compos¢ d’huile de foie de morue (60,8%), huile de bourrache (Borago officinalis) (35%),
Iécithine de soja (4%) et vitamine E (0,2% dI a. tocopherol).

Ce mélange a été distribué a raison de 182.4 mg/l (95,6%) de levure et 8,4 mg/l (4,4%) de
mélange d’huile en trois repas par jour aprés homogénéisation et émulsification des huiles au
mixer.
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Analyses biochimiques

Les rotiféres ont été récoltés sur un tamis de maille 63pm, rincés a I’eau douce, égouttés puis
congelés. Les échantillons ont été lyophilisés avant analyse et dupliqués. L’aliment étant mélangé
au moment de la distribution, sa composition a été calculée a partir des analyses séparées de la
levure et de I’huile utilisée. Chaque échantillon a été dupliqué pour les analyses.

L’extraction des lipides a été réalisée selon la méthode de Folch ef al., (1957) sur des échantillons
de 500 mg (poids sec) en utilisant le Dichlorométhane au lieu du Chloroforme. Les acides gras
(A.G.) ont été dosés sur les lipides totaux par la technique de Kates (1972) adaptée par Stephan et
Lamour (comm. pers.). Les esters méthyliques d’acides gras ont été séparés en chromatographie
phase gazeuse sur une colonne capillaire phase Carbowax 20M (longueur: 25m, diamétre :
0,25mm) avec un injecteur de Ross (gaz vecteur H,) en mode isotherme a 172°C (la température
de P’injecteur et du détecteur est de 200°C).

Statistiques
Le test de Mc Intyre ef al., (1969) a été utilisé. Il permet d’évaluer la distance qui existe entre la
composition en acides gras de deux mesures, de deux répliquats (échantillons d’un méme
traitement), et entre deux €chantillons (traitements différents).
La valeur de D ou coefficient de distance s’exprime ainsi :
Djh = [Som (Pij — Pih)*] *
Avec Djh : degré de différence entre les especes j et h
Pij : pourcentage du total ’A.G. de I’ A.G. i dans I’échantillon
Pih : pourcentage du total d’A.G. de I’A.G. i dans I’échantillon h

RESULTATS

Les densités initiales de rotiféres sont comprises entre 230 et 280 individus/ml selon les cuves
(tableau I). Aux pH acide et basique les populations les plus importantes sont observées avec des
densités de plus de 300/ml, valeurs jamais atteintes a pH neutre. Avec ce traitement témoin, des
chutes de population ont été observées. Ces cuves ont été récoltées une seule fois pour ne pas
faire diminuer des densités déja faibles.

Tableau I- Evolution journali¢re des densités (nombre/ml) des rotiféres au cours
du temps et a différents pH de culture

Jours

pH Cuves 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Acide 1 200 242 278 150 192 200 220 330* 258 190* 164
(5-6) 2 200 278 158 130 164 232 280 340* 292 262* 256

Témoin 3 200 240 198 190 216 200 212 224* 164 118 30
(7-8) 4 200 228 252 206 158 202 240 250* 132 132 124
Basique 5 200 238 210 190 140 184 200 310* 218 150 206
(9-10) 6 200 240 218 190 152 150 218 214%* 196 164 204

Volume 26 34 44 58 60 60 60 60 60 60 60

(litres)

*: Prélevements effectués

105



Bull. Inst. Natn. Scien. Tech. Mer de Salammbd, Vol. 26, 1999

pH acide ou basique, c’est aussi la seule série que ['on retrouve en quantité¢ plus importante dans
les rotiferes que dans 1’aliment.

Les A.G. n-6 totaux sont trés comparables aux diftérents pH. Il y a toutefois quelques diftérences
de répartition avec notamment plus de C18 :3n-6 et de C20:4n-6 a pH acide, mais le total des
Acides Gras Longs Polyinsaturés (AGLPI) de cette série ne varie pratiquement pas avee le
traitement, avec une présence notable de C20:3n-6, acide gras non présent dans I’aliment.

La série des A.G. n-3 semble étre plus influencée par le facteur pH : la teneur en ces A.G. est plus
faible a pH neutre, plus élevée a pH acide et maximale a pH basique. Les variations concernent
surtout les AGLPI n-3 : C20:5, C22:5 et C22:6. Leurs valeurs sont toujours plus importantes a pH
9-10 (% A.G. totaux et % M.S.).

La différence la plus remarquable concerne le C22:6 dont la teneur est trois fois plus importante a
pH basique qu’a pH neutre, le pH acide étant intermédiaire.

Tableau I'V- Valeurs du coeflicient de distance (D) entre deux mesures,
deux répliquats et deux échantillons

D mesures B B2 B3 B4 B5 B6
N 1.1 3.3 0,0 0.4 0,0
D répliquats BIB2 B3B4 B5B6
42 3.9 2.0
Déchantillons | BIB3 | BIB4 | B2B3 | B2B4
49 3.6 8.8 7.3
BIB5 | BIB6 | B2B5 | B2B6
45 6.0 2,1 2.8
B3B5 | B3B6 | B4B5 | B4B6
8.8 10,5 | 7.2 8.6

DISCUSSION ET CONCLUSION

Les densités de rotiferes les plus fortes sont atteintes a pH acide et basique et les mortalités
surviennent a pH neutre. Les productions de rotiféeres sont généralement trés variables. et on ne
peut conclure sur la base de cette seule expérience a un effet du pH sur le développement des
populations de Brachionus plicatilis. Les productions obtenues dans ces élevages expérimentaux
ont été plus faibles que dans nos productions de routine, pratiquées avec la méme technique, sans
ajuster le pH. Le type de bac utilisé pour cette expérience semble généralement donner de moins
bonnes productions que les élevages de routine effectués en plus grands volumes.
Hettiarachchi et al., (1995) constatent que le pH n’a pas d’effet sur la densité et la croissance des
populations de Brachionus calyciflorus (rotifere d’eau douce). Par contre, la température et la
salinité semblent influer sur le développement des rotiferes. Glavic er al., (2000) obtiennent des
densités maximales de Brachionus plicatilis a une température de 22°C et une salinit¢ de 20%o.
L’effet des facteurs du milieu sur la composition biochimique des rotiferes a été étudié¢ par Scott
et Baynes (1978). Ainsi, en alimentant Brachionus plicatilis par trois espéces dalgues, ces
auteurs montrent I’influence de la température, de la nourriture et du jetine sur la teneur en lipides
de ce rotifere. De méme Olsen et al., (1993) constatent qu’aprés un jetne de plus de 5 jours, les
rotiferes subissent une perte de leur teneur en lipides qui devient plus rapide avec I'augmentation
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de la température. Dans la présente expérience. le taux d’alimentation est constant en fonction du
volume et donc "aliment disponible par rotifere dépend de la densité. on remarque que cette
disponibilit¢ n’entraine pas de plus forte tencur en lipides. Par contre le taux de lipides semble
plutot dépendre de la productivité des cultures (Vadstein et Olsen, 1994).

Le pH ne semble done pas avoir une influence directe sur le taux de lipides de Brachionus mais
plutdt sur les acides gras qui le composent. Son eftet est observé principalement sur les acides
gras de la série n-3, et surtout les Acides Gras Longs Polynsaturés (AGLPl)de cette série. Ces
différences sont compensées par les acides gras monoinsaturés de la série n-7 dont le taux
diminue quand celui des acides gras n-3 augmente. La présence notable du C20:3n-6 semble
issue de I"élongation du C18:3n-6 apporté par I"huile de bourrache, déja décrite par Robin (1994).

Ces résultats sont @ comparer a ceux de Hamza et Robin (1992). En rajoutant du CO, a I'air (ce
qui donne un pH entre 7 et 8) dans des cultures d"algues, on a pu obtenir chez les rotiféres qui les
ingéraient des quantités d’acides gras n-3 ct de lipides trés supérieures a celles obtenues sans
apport de CO, (pH 9 a 10). Mais ceci était induit par la composition des algues influencée par ces
deux traitements. Il en est de méme pour la proportion des séries n-6/n-3 particuliérement
influencée par les conditions du milieu des algues (Cohen er al., 1988). Par contre, il y avait,
comme dans la présente étude, une plus forte proportion d’acides gras polyinsaturés a longue
chaine a pH basique (en fonction des acides gras totaux). ceci pourrait traduire une adaptation des
organismes vis & vis du pH. déja suggéré par les travaux de Bolis ef al., (1984) sur la truite et
comparable a Peffet plus connu de la température ou de la salinité chez les poissons (Bell ef al.,
1986).

En Tunisie, la seule étude concernant I'eflet des facteurs du milieu sur les lipides des organismes
marins porte sur I'effet de la salinité sur le métabolisme lipidique du muge (Cafsi, sous presse).

Etant donné le role des rotiféres dans I'alimentation des premiers stades larvaires de poissons,
"intérét est souvent porté¢ sur leur valeur nutritive. La définition du besoin en A.G. essentiels
(AGLPIn-3) par plusieurs auteurs (Watanabe ef al., 1979 ; 1983b ; Léger, 1980) a fait juger de la
valeur nutritive des rotiféres par leur teneur en ces acides gras. Leur déficience peut entrainer une
mauvaise croissance ou des mortalités (Watanabe er al., 1979). Le Milinaire er al., (1983)
considerent que pour nourrir correctement les larves de turbot, les rotiferes doivent contenir au
moins 1.3% de mati¢re séche en AGLPIL.

Izquierdo er al., (1989) trouvent qu'une quantit¢ d"AGLPIn-3 de 3% de la matiére séche des
rotiferes permet d’obtenir une croissance et une survie optimale des larves de dorade
(Pagrus major). De ce fait, des enrichissements peuvent étre réalisés soit en les nourrissant
d’algues riches en AGLPIn-3 telles que Isochrysis galbana (Takeyama et al., 1996) soit par
utilisation d’enrichissement tels que le Selco. riche en EPA et DHA, (Fernandez-Reiriz et al.,
1993).

Ici, le pH basique nous permet d’atteindre des taux 2 a 3 fois plus élevé qu'a pH neutre. La
différence relative la plus importante concerne ['acide docosahexaenoique DHA (C22:6n-3)
surtout a pH basique. Cet acide gras est considéré comme plus efficace en tant qu'acide gras
essentiel que I'acide eicosapentaenoique EPA (C20:5n-3) (Watanabe ef al., 1989).

Des cultures de rotiferes a pH acide ont déja ¢té utilisées en vue d’influencer la microflore
bactérienne (Gatesoupe, 1990), ce qui permettait d obtenir un impact sur la survie des larves de
turbot (Scophtalmus maximus). 11 est possible que I'effet du pH sur les acides gras des rotiferes
ait participé aux résultats obtenus par cet auteur.

Si on considére la valeur essentielle qu'ont certains acides gras longs de la série n-3, il est
important de remarquer qu’on peut améliorer leurs teneurs en intervenant sur le pH du milieu de
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culture. Ceci peut permettre de renforcer la qualité nutritive des proies vivantes en vue de
I"alimentation des larves de poissons.
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