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UTILISATION DE LA MICROSCOPIE A EPIFLUORESCENCE
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Résumé

La biomasse du chenal algal a haut rendement (CAHR) est composée d'algues,
de bactéries, de zooplancton et de détritus. Il est important de déterminer la contribution
de chaque groupe d’organismes dans le traitement des eaux usées afin de faciliter la
validation de la modélisation mathématique du CAHR et d’assurer plus efficacement
son contréle. Par ailleurs la connaissance de la contribution de chaque groupe
d’organismes a la biomasse totale et le contrdle du ratio algues-bactéries devraient aider
considérablement dans le développement des techniques de valorisation de la biomasse.
Pour cela nous avons donc décidé de développer une méthodologie d’estimation des
biomasses algales et bactériennes dans le CAHR basée sur la microscopie a
épifluorescence. Nos résultats ont montré que la densité bactérienne dépasse largement
celle des microalgues dans le chenal algal & haut rendement (CAHR). Le phytoplancton

a été également caractérisé par la prédominance du genre Euglena avec une
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concentration relative de 99 % durant la période d’essai, tandis que les autres genres
(Chlamydomonas, Chlorella et Scenedesmus) étaient faiblement représentés. La
technique de microscopie a épifluorescence nous a servi d'outil dans la détermination du
ratio algues-bactéries, parametre important dans la maitrise du fonctionnement du
CAHR.

Mots clés : Chenal algal, microscopie a épifluorescence, algues, bactéries, biovolume.

Introduction

Ce travail consiste au suivi de I’évolution de la densité et des biomasses d’algues
et de bactéries dans un chenal algal a haut rendement pilote en période de démarrage a
I’aide de la microscopie a épifluorescence. A partir de ces mesures, sera ensuite calculé
le ratio algues-bactéries. Ces mesures de biomasse nous permettront d’une part de
mieux gérer les conditions d’autofloculation des microalgues pour leur récupération et
d’autre part de vérifier le modele mathématique proposé par EI Ouarghi (2002). En
effet, la récupération des microalgues pourrait étre une option de gestion pour réduire la
biomasse algale et par conséquent les taux de respiration pendant la nuit et ce, sans
nuire aux capacités de traitement. En plus ces microalgues récupérées peuvent étre

revalorisées en produits de haute valeur ajoutée (Ravignat, 1997; Belkoura, 1994).

Matériel et méthodes

Dans cette étude, nous avons utilisé un chenal algal a haut rendement (CAHR)
pilote qui a éeté installé a la Faculté des Sciences Semlalia de Marrakech (Maroc) et
alimenté par des eaux usées synthétiques dépourvues de matiéres en suspension ce qui
permet de déterminer facilement la quantité de biomasse produite par le systéme. En
phase de démarrage, la condition testée sur le pilote est de faible charge polluante (25

2
gDBO/m .j) avec un long temps de séjour (8,7 jours) et un débit journalier de 33 l/j.
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Cette condition a été testée sur une période qui correspond au moins a trois fois le temps
de séjour théorique, de maniére a atteindre un état stationnaire. L’estimation des
biomasses algales et bactériennes a été realisée a I’aide d’un microscope a
épifluorescence (LEICA DMR) sur des échantillons du pilote conservés dans du formol
2 %. Les suspensions algales ont été filtrées sur membranes en polycarbonate noir d’une
porosité égale a 0,2 um. Les cellules algales ont été dénombrées et mesurées sous
lumiére bleue sans coloration préalable gréce a leur autofluorescence (Fig.1). Pour les
bactéries par contre, on a procédé au préalable a une coloration de ces derniéres par un
fluorochrome, le SYBR Green 1, qui fluoresce en vert (Fig.2) sous excitation bleue
(Noble et Fuhrman, 1998). La capture d’image a été réalisée a I’aide d’une camera

(LEICA DC 500) et d’un logiciel IM 50. Les images obtenues sont transférées sur

I'ordinateur pour traitement et analyse. Le logiciel Image-Pro Plus® est calibré pour
convertir la taille et le volume des cellules en micrometres (Centre de Recherche Public
Gabriel-Lippmann, protocole DIADECOL 010.1, 012.1, 013.1). Le biovolume bactérien
est déterminé selon la formule établie par Gunnar (1985). La biomasse bactérienne est
estimée a partir d’un facteur de conversion (15 fg de carbone par bactérie avec fg :
femtograme) déterminé par Caron et al (1995). Dans le cas des microalgues, nous avons
utilise une méthode qui consiste a assimiler leur forme a un volume de forme
géométrique simple (sphére, cone, cylindre) proche (Cromar et Fallowfield, 2002). La
teneur en carbone des microalgues est donnée par I’équation de Strathmann (1967) dont

la formule est donnée ci-apres:

-1 3 -1
Log C (pg.cell ) =-0,46 + 0,856 x log (cell volume (um .cell )).

Avec C : contenu en carbne en pg/cellule

Cell volume : volume cellulaire
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Figure 1. Observation des Figure 2. Coloration des
microalgues en épifluorescence bacteries par SYBR Green |
(Excitation : 500-570 nm, (Excitation. 500-570 nm,
émission : >590 nm) émission : >590 nm).

Résultats et discussions

* Evolution de la densité et des biomasses algale et bactérienne

La courbe d’évolution des populations de microalgues en fonction du temps
(Fig.3), montre deux phases distinctes, a savoir une premiére phase d’augmentation de
la densité algale (du 07 au 19 Mars 2005) pendant laquelle, le nombre de microalgues

5 6
croit de 8,5.10 a 7,6.10 cellules/ml. La seconde phase (du 19 Mars au 16 Avril 2005)

montre un état stationnaire de la croissance avec une densité algale moyenne de I’ordre

7
de 10 cellules/ml. L’ évolution de la biomasse bactérienne présente aussi deux phases

(Fig.3) dont la premiere (du 07 au 19 Mars 2005) est caractérisée par une augmentation

7 9
de la densité bactérienne (de 4,3.10 a 1,2.10 cellules/ml). La deuxieme phase (du 19
Mars au 16 Avril 2005) est caractérisée par le maintien de la densité bactérienne dans

un état stationnaire avec une densité moyenne de I’ordre de 1,4.109 cellules/ml. Le ratio
entre la densité bactérienne et celle des microalgues varie entre 77 et 286
(bacteéries/unité de microalgues) avec une moyenne de I’ordre de 150. Le dénombrement
de la biomasse montre que les valeurs obtenues pour les bactéries dépassent largement
celles des microalgues de deux a trois ordres de grandeur. Ces résultats montrent qu’un
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long temps de sejour favorise la croissance de la biomasse et permet aux cellules
d’atteindre une concentration élevée.

Les biomasses des bactéries et des microalgues ont été exprimées par leur
contenu en carbone (Fig.4). On a observé une biomasse bactérienne stable pendant la
période d’étude avec cependant des variations importantes a la fin de cette période en

méme temps qu’une diminution de la biomasse d’algues.
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Figure 3. Evolution de la densité algale et bactérienne
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Figure 4. Evolution de la biomasse algale et bactérienne
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L’augmentation de la biomasse algale a engendré une élévation du pH relative a
I’activité photosynthétique des microalgues. La valeur du pH enregistrée a ce stade est
de 11,5 (Fig.5). A la fin de cette période d’étude (du 9 au 16 Awvril), la biomasse
d'algues a diminué rapidement de 127 & 42 mgC(algale)/l, en méme temps qu’une
diminution de la conductivité. C'est probablement des états accentués d'autofloculation.
Ce phénomeéne est associé a I’augmentation du pH induite par [Iactivité
photosynthétique (consommation du CO2 par les microalgues). Ces conditions alcalines,

2+ 2+ 3- -
favorisent la coprécipitation de Mg Ca , PO4 : HCO3 avec les cellules algales

(Benemann et al., 1980). En effet, il y a formation d’agrégats de microalgues qui

2+

décantent et cela semble étre lié aux précipités chimiques contenant des ions Ca ,
2+ 3-

Mg |, PO4 lorsque le pH dépasse 10. D’apres Sukenik et Shelef (1984), la précipitation

du phosphate de calcium est considérée comme étant le moteur de I’autofloculation.
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Figure 5. Evolution du pH et de la conductivité

Le ratio entre les biomasses algale et bactérienne exprimé en mgC (algal)/mgC
(bactérien) varie entre un minimum de 2 et un maximum de 5 avec une moyenne de

I’ordre de 3. La valeur maximale du ratio a été enregistrée vers la fin de la phase de

22



Rev. Microbiol. Ind. San et Environn. Vol2, N°1, p : 17-26 Dekayir et al., 2008

croissance de la biomasse algale et juste avant le début du déclenchement de
I’autofloculation. Donc pour le bon fonctionnement du chenal algal, le ratio
algues/bactéries doit se situer autour de 3. Selon Shelef et al (1976), dans les conditions
de bon fonctionnement du CAHR le ratio entre la biomasse algale et les matiéres
volatiles en suspension est au tour de 2/3. Gideon et al (1979) ont indiqué que sous des
conditions favorables de fonctionnement et de haute productivité algale, la fraction
d’algues dans la biomasse totale du CAHR dépasse en contrepartie celle des bactéries
d’un facteur de 3 a 5. Cromar et Fallowfield (1992) ont montré que la biomasse algale
constitue en moyenne 40 % de la matiére séche totale. Dans le cadre de notre étude, la
biomasse algale est de trois fois supérieur a la biomasse bactérienne. La différence avec
les autres auteurs réside dans le choix de la technique d’estimation de la biomasse
utilisée et des conditions opératoires.

* Evolution de la densité relative des microalgues

Du point de vue de I’évolution des espéces algales et de leur prédominance relative
durant la période expérimentale prédéfinie, la figure 6 fournit les concentrations
relatives des microalgues répertoriees dans le chenal pilote. Ainsi parmi les genres
rencontrés on peut citer par ordre de tolérance a la pollution (de la plus tolérante a la
moins tolérante): Euglena, Chlamydomonas, Scenedesmus et Chlorella. Le
phytoplancton a été caractérisé par une population algale faiblement diversifiée avec la
prédominance des euglenes, tandis que les autres genres étaient faiblement représentés.
Les facteurs qui sont a I’origine de cette distribution sont la charge organique, la
profondeur (15 cm), I’agitation (systeme d’Air-lift) et le temps de séjour dans le chenal
pilote (El Ouarghi, 2002).
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Figure 6. Evolution de la densité relative des microalgues

Conclusion

Les résultats obtenus dans cette étude montrent que la microscopie a
épifluorescence est applicable dans le cas de I’estimation de la biomasse du chenal algal
avec I’avantage de la simplicité de la mesure et de la rapidité d’obtention des résultats
par rapport aux techniques classiques de d’estimation des biomasses algales et
bactériennes. Cette technique nous a permis de déterminer la contribution de chaque
composante dans toute la biomasse du chenal algal, et spécifiqguement les algues, les
bactéries et leur ratio. Cette détermination facilitera le développement et la validation
des modeles de productivité algale pour la conception et le fonctionnement du chenal
algal. Ces informations sont nécessaires dans les tentatives de compréhension de la
dynamique du chenal algal afin d'assurer plus efficacement son contréle. Ajoutons aussi
que la maitrise des conditions d’autofloculation et des voies de récupération de la

biomasse doit passer par la connaissance du ratio algues-bactéries.
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