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Traitement des eaux usées par culture de micro-algues : influence
de la composition du milieu sur la croissance de Scenedesmus sp
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Aprés une bréve revue des projets de traitement d’effluents polluants par culture de micro-algues, les résultats d’un
travail de laboratoire, réalisé avec un effluent urbain, sont présentés. Le pouvoir épurateur et la croissance des cultures
de Scenedesmus sur milieux modifiés ont été comparés dans le but de connaitre les facteurs contrdlables pouvant en
influencer la performance. Un épuisement supérieur & 90 % est obtenu en 48 h pour I'azote et le phosphore. A partir
d’un inoculum de faible importante (2 mg/L)}, I’accroissement de biomasse se poursuit jusqu’au 7¢ jour alors que celle-ci
atteint environ 350 mg (matiére séche)/L, sans différence notable entre les trois milieux de culture (effluent brut, effluent
filtré et effluent filtré enrichi de CO,). L’ajout de vitamines a 'effluent brut ou a un effiuent synthétique est sans effet
significatif sur la croissance de Scenedesmus sp. Parmi les neuf milieux étudiés, il ressort que I’effluent brut assure une
croissance supérieure au milieu synthétique et comparable a {'effluent filtré, méme enrichi en CO,. Les résultats obte-
nus font ressortir le potentiel de Scenedesmus comme agent de traitement tertiaire.

Wastewater treatment by microalgal cultures : influence of the composition of the medium on the growth of Scenedes-
mus sp.

Keywords : Wastewaters, biotreatment, microalgae, culture medium, vitamins.

After a short review of the present knowledge concerning the treatment of polluting effluents with microalgal cultu-
res, the results of a laboratory work done with a domestic effluent are presented. The epuration capacity and growth
of cuitures of Scenedesmus made with modified media have been compared in order to identify the controlable factors
that may effect performance. For nitrogen and phosphorus a removal of more than 90 % has been obtained within
48 h. Starting with a small inoculum (2 mg/L) the biomass increased up to the 7th when it reached about 350 mg dry
weight/L, without any noticeable difference between the three culture media used (raw effluent, filtered effluent and
filtered CO, —enriched effluent). The addition of vitamins to the raw effluent or to an artificial effluent was without
significant effect on Scenedesmus sp. growth. Among the nine media studied, the raw effluent produced a growth supe-
rior to that of synthetic medium and similar to that of filtered effluent, even when enriched with CO,. The results obtai-
ned demonstrate the potential fo Scenedesmus sp. as a tertiary treatment agent.

Introduction ' d’origine domestique ou agricole (Tableau I). Le
principal facteur ayant freiné les applications réside
dans la difficulté de récupérer la biomasse. Quoi-
que de nombreux travaux ajent exploré différentes

L’algue Scenedesmus est largement utilisée depuis
une vingtaine d’années dans les systémes expérirhen-

taux de traitement et valorisation des eaux usef.s méthodes de récolte (cf. Richmond & Becker 1986),
aucun systéme n’a encore donné de résultat satis-
1. Groupe de recherche en recyclage biologique et aquiculture faisant sur le plan de Pefficacité et du cott d’opé-
(GREREBA) Département de Sciences et technologie des ali- ration. Certaines souches d’algues filamenteuses ont
ments, Université Laval, Ste-Foy (Québec), Canada G1K 7?4. été étudiées et permettent de résoudre le probléme
2. Environnement Canada, SCPE, 1179 Bleury, Montréal, L . N
Canada, H3B 3H9. de récolte (Buelna et al., 1987), mais ces algues n’at-
3. Bionov CNP., 81 St-Pierre, suite 480, Québec teignent pas les rendements de Scenedesmus sur

4A3.
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milieu riche en matiére organique et en ammoniaque
comme, par exemple, les eaux usées brutes ou le
lisier de porc (Pouliot et al. 1986). En dépit de cet
inconvénient majeur, pour lequel certains travaux
laissent présager des solutions éventuelles (Lavoie
& de la Noiie 1983, Proulx & de la Noiie 1985,
Buelna et al. 1989), cette algue, par les qualités
qu’elle rassemble (Tableau II), présente un intérét
certain pour la culture en masse.

L’algue Scenedesmus peut étre cultivée sur divers
milieux (cf. Tableau I) qui présentent chacun une
incidence importante sur les conditions d’exploita-
tion du systéme. Dans le but de connaitre les fac-
teurs potentiellement contrdlables pouvant influen-
cer la performance des cultures de Scenedesmus sur
eaux usées, nous avons comparé le pouvoir épura-
teur et la croissance de celles-ci sur des milieux (eaux
usées) modifiés. Les facteurs étudiés furent la pré-
sence de matiéres particulaires en suspension dans
le milieu et I’abondance du carbone dissous. A cet

Tableau 1. Liste des pri projets de bic solai-
res appliquées au traitement des effluents dans le monde (liste
non exhaustive, adaptée de Goldman 1979).

Année Lisy Suracedes  Espéces Miliey Sources
ingtallations
(m?)
1961 Etats-Unis 2700 Mélange Eauusée  Oswald, 1969
Richmond, Calf. (Chiorophycées)
1970-  Israsi 300 Chiorelia Eauusée  Sholet & al,
ksl Jenusalem 1976
1974 Etats-Unis 8 Diatoméas Eauusée  Goldman &
Forl-Piece, Fia eau de mer Ryther, 1975
1975-  Etats-Unis 1080 Outomées  Eauusée » DElia & ai,
76 ‘Woods Hole, Mass. eau de mer 1977
1965-  israel 270 Mélanga €au usée  Shelef & af,
7% M (Chiorophycées) 1980
1976-  Singapoure 2900 Mélangs Usierde  Goh, 1985
82 (Micractinium ) pofc
1977 lsrael 2000 Mélange Eauusés  Shels! & al.,
Yagur (Chiorophycées) 1977
1977 Etats-Unis 27000 Micractinium  Eau usée  Benemann &
Richmond, Cakt al, 1980
1978 Inde 150 Déchets
Mysore Spirutina liqudes & ai.1980
1978 Etats-Unis 1000 Scenedesmus Liserde  Lincoin & Hil,
Ganesvile, Fia porc 1980 )
1982  Canada 100 Scenedesmus Eauusée  de la Node &
Vaicaes. Qo &l 1983
1984 Iriande 30 Chioratia Lsierde  Fallowliekd
porc & Barrer, 1985
1984  Canada EE] Scenedesmus Eau usée  Pouliot & de
Montmerency, Qué. la Noiie, 1985
1985- Canada 20 Hormidum  Eauusée  Serodes & al.
8  SiEuarne. Que 1986
1987-  Etats-Unis 60 000 Mélange Eauusée  Oswald, 1988
Holieter, Call

Tableau II. A ges et inc

de Ialgue S

pour le traitement et la valorisation des eaux usées.

Avantages

Inconvénients.

+Résistance aux milisux riches en
matidre organique (permet dlutiiser
des effluents bruts et datfectuer un
traitement secondaire-leraire

“Récotte difficite (coiteusa)

~Faible digestibilité de la bomasse
(présence dune paroi cellulosique)

+Faible valeur marchande de la

simuftané) biomasse

*Taux de croissance sievé

*Résistance envers les contaminants
{métaux lourds, pesticdes.etc. ) et
dégradation de certains d'entre sux.

«Possibilité dexciure fa croissance
dalgues filamentsuses par tamisage
constant de la cutture

+Présence spontanée dans les eaux
usées

*Ubiquité du genre

effet, nous avons mené des expériences sur I’effet
d’une filtration du milieu brut et sur Ienrichissement
des cultures en CO,

Les eaux usées constituent un milieu de prédilec-
tion pour la croissance de micro-algues. Aubert &
Daniel (1968) ont observé une croissance phyto-
planctonique sur eaux d’égofits supéricure a celle
obtenue avec les meilleurs milieux artificiels. Une
hypothése proposée est la production de facteurs de
croissance par les bactéries des eaux d’égoits. Dans
le but de vérifier I’effet possible des métabolites bac-
tériens, nous avons donc réalisé des cultures sur
effluent brut, filtré autoclavé, et ultrafiltré. Le trai-
tement a ’autoclave élimine de ’effluent certaines
vitamines et les bactéries productrices. L ultrafiltra-
tion élimine également les bactéries ainsi que les fac-
teurs éventuels de croissance de poids moléculaire
supérieur a 50 000.

Bougis (1974) rapporte que 70 % du phytoplanc-
ton marin requierent de la vitamine By;. 1l conclut
aussi que la thiamine est liée & la production primaire
phytoplanctonique, sans qu’on sache exactement
comment. Par contre il n’observe pas d’améliora-
tion de la croissance avec la biotine. L’idée généra-
lement admise est que les algues vertes d’eau douce
sont insensibles aux vitamines (cf les travaux d’Au-
bert 1963, sur Scenedesmus, Chlamydomonas ou
Chiorella). Jorgensen (1979) donne, aprés revue
bibliographique, un tableau des besoins en vitami-
nes (biotine, thiamine, B;,) des différentes familles
d’algues. Pour les Chlorophycées, un petit nombre



3) BIOTRAITEMENT D’EAUX USEES 199

nécessite de la thiamine (B)) et un grand nombre de
la cyanocobalamine (Byy), la biotine, elle, n’étant
jamais indispensable. Dans le but d’évaluer I’impor-
tance des vitamines pour la croissance de Scenedes-
mus, nous avons enrichi un milieu artificiel en thia-
mine, biotine et Bj,.

1. Matériel et méthodes

1.1. Milieux de culture

L’effluent est celui de la station d’épuration de
la base militaire de Valcartier, située aux environs
de Québec. Les eaux usées sont des rejets classiques
de type urbain ayant subi une décantation (traite-
ment primaire) et un traitement secondaire par boues
activées. L’effluent est alors rejeté en riviére. La
teneur moyenne en phosphore de I’effluent secon-
daire est de 20 a 75,M P-PO,?3, et la teneur
moyenne en azote (N-NH4+) de 600 a 900 ;M. Les
teneurs en nitrate et nitrite sont négligeables (de la
Noiie et al 1980). Le pH observé est neutre et sta-
ble, autour de 7,3. Au laboratoire, I’effluent est con-
servé a ’obscurité, a4 4° C. La filtration des effluents
est effectuée, le cas échéant, avec des filtres What-
man 94-AH. Le milieu artificiel utilisé est le milieu
de base pour les micro-algues d’eau douce (Nichols
1973).

1.2. Mode de culture

Les cultures, menées en duplicata ou en triplicata,
sont réalisées au laboratoire, en vrac (« batch »),
dans des erlenmeyers de 1 ou 6 litres dans des cham-
bres de cultures thermostatées a 22 = 1° C. La
lumiére est fournie par des tubes fluorescents (inten-
sité incidente de 150 4E.m2.s) selon un rythme
nycthéméral 12/12 qui reproduit les conditions climati-
ques estivales moyennes. Le bullage des cultures est assuré
par Pinjection d’air atmosphérique, a I’exception des cul-
tures enrichies en CO5 pour lesquelles un mélange
(5 % de CO3) sous pression est fourni.

1.3. Méthodes d’analyse

Les nutriments (N-NH4+ et P-POy-3) sont dosés
a I’aide d’un autoanalyseur Il Technicon selon les
méthodes décrites par Strickland & Parsons (1972).
Les numérations cellulaires sont réalisées a ’aide
d’un hémocytométre Malassez (précision + 5 %,
pour des dénombrements d’environ 1 000 cellules).
La biomasse séche est estimée par pesée sur une
balance Mettler H51 AR, aprés séchage durant 24 h
a 95° C d’une aliquote filtrée sur Whatman GFC

(précision + 5 mg.L-!). Selon plusieurs auteurs
(Sorokin 1973, Cloern 1976) la densité optique a
678 nm représente une variable d’état, caractérisant
la biomasse des algues. Nous avons donc mesuré la
densité de nos cultures a ’aide d’un spectrophoto-
métre Bausch et Lomb-Spectronic 600 (cuves de
1 cm).

2. Résultats et discussion

2.1. Epuration du milieu sur divers effluents

Les données relatives & 1’épuisement des nutri-
ments sont présentées aux figures 1 et 2. Aprés 24 h,
I’enlévement est d’environ 30 % pour l’azote et
50 % pour le phosphore. Une épuration pratique-
ment compléte (> 90 %) de ’azote et du phosphore
est obtenue apres 48 heures. Le systéme considéré
joue donc parfaitement son réle d’épuration de la
charge minérale en excés dans Peffluent.

Les vitesses d’élimination de N-NH,+ et P-PO,3,
estimées 4 partir des quantités de nutriment
consommé pendant les 15 premiéres heures, sont
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Fig. 1. E de I'azote jacal dans les cultures de

Scenedesmus sp. sur effluents brut (@), filtré (@) et filiré
& enrichi en CO, (%).
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Fig. 2. Enlévement du phosphore inorganique dans les cultures
de Scenedesmus sp. sur effluents brut (a), filtré (¢ ) et fil-
tré et enrichi en CQO, (9).



200 J. DE LA NOUE, R. VAN COILLIE, L. BRUNEL, Y. POULIOT ()]

Tableau III. Vitesses d’enlé de l’azote ar al (V)
et de l'orthophosphate (Vp) pour les différents types

d’effluents.
VN Ve

Milieu de culture {ug -at N 10-%alLh'Y) {ug-at P109cell.h-Y)
Effiuent brut 209 )

131 )
Effluent fitré 254 s

196 L
Etfluent filtré + COz 203 )

148 3

présentées au tableau lll. Ces résultats rendent
compte des vitesses moyennes et non maximales ;
en effet, les 15 premiéres heures incluent la phase
obscure, ol la consommation d’azote est réduite.
En outre, on n’obtient la vitesse maximale de con-
sommation qu’avec des algues initialement en état
de jetlne.

Des travaux antérieurs (Dauta et al 1982) ont per-
mis de calculer pour Scenedesmus crassus les vites-
ses maximales de consommation pour I’azote (Vn
= 310 pg.at N-NO;~.10-® cell.h-1) et le phosphore
(Vp = 62 yg.at P-PO43.109 cell.h-l). Jorgensen
(1979) rapporte, pour les Chlorophytes, une vitesse
de prise en charge de 4 000 yg-at N-NOj3.10°
cell.h-1, ce qui semble énorme. Il mentionne égale-
ment une vitesse de 12 yg-at P-PO,431079 cell.h-!
pour le genre Scenedesmus, résultat comparable au
noétre. Dans ’ensemble, les résultats indiguent qu’il
n’y a pas de différence notable, dans le rendement
épuratoire du systéme, entre les différents milieux.

2.2. Croissance sur différents effluents

Afin d’obtenir plus de fiabilité dans I’interpréta-
tion des résultats, trois types de mesures ont été
effectuées : biomasse en suspension, densité optique
et numération cellulaire. Les résultats relatifs a la
densité optique sont présentés a la figure 3. Les cour-
bes de croissance obtenues sont typiques des cultu-
res de micro-organismes : période de latence, phase
exponentielle, puis inflexion des courbes aprés 4 ou
5 jours. La biomasse continue alors & augmenter
jusqu’au 7¢ jour. La biomasse d’algues obtenue est
alors de 300 & 400 mg-L-! (matiére séche) & partir
d’une biomasse initiale faible, de 1’ordre de
2 mg.L-1, pratiquement indissociable de la biomasse
résiduelle de I’effluent décanté (évaluée a 5-6 mg.L-1).

e o o
I I -
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Temps (J)

Fig. 3. Evolution de la densité optique dans les cultures de Scene-
desmus sp. sur effluents brut (@ ), filiré (@) et filtré et enrichi
en CO; (%).
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Fig. 4. Evolution de la biomasse (matiére séche) dans les culiures
de Scenedesmus sp. sur effluents brut (&), filtré (¢ ) et filtré
et enrichi en CO, (®).

Tarifeno-Silva et al (1982) et Kawasaki et al (1982) ont
obtenu, sur effluent brut, une biomasse de Sceredes-
mus de 180 mg.L-! aprés 2 jours, mais avec une bio-
masse initiale de 70-100 mg.L-!. Aucune différence
marquée n’est décelable entre les cultures sur effluent
brut, effluent filtré et effluent filtré et enrichi en CO,
(fig. 3 et 4).

La figure S présente les résultats de la méme expé-
rience en termes de populations cellulaires dans les cul-
tures. Bien que la position relative des courbes soit
la méme que celles obtenues selon la densité optique
et la biomasse, on remarque une diminution du nom-
bre de cellules en fin de culture. Cette apparente con-
tradiction (la biomasse augmente alors que la popu-
lation cellulaire est stable ou diminue) indique en réa-
lité¢ que la croissance s’effectue probablement plus par
agrandissement des cellules (jours 4 & 7) que par leur
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Nbre cellulesit X 10°
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Fig. 5. Evolution de la population cellulaire dans les cultures de
Scenedesmus sp. sur effluents brut (@), filtré (@) et filtré
et enrichi en CO, (v).

division (Jours 1 a 3). Les taux de croissance calcu-
lés pendant la phase exponentielle ne devraient donc
pas étre tres différents.

Les estimations de densité optique sont moins
entachées d’erreur que celles de biomasse, en parti-
culier pour les faibles concentrations d’algues. De
plus, on dispose facilement de données plus nom-
breuses. C’est donc a partir de ces résultats que nous
pourrons évaluer de la maniére la plus fiable le taux
de croissance des cultures. La croissance d’une
population « A » se définit dans le temps par I’ex-
pression dA/dt = KA, ol « t » est le temps en jour
et « # » est le taux de croissance de la population
(-1). L’expression « # » peut s’écrire sous la forme
d’un taux de croissance maximal « #max », spéci-
fique de la population, affecté de facteurs de réduc-
tion traduisant des conditions non optimales en
lumiére, température et nutriments {azote et phos-
phore). La connaissance de « £ », bien qu’essentielle
a la compréhension et a la précision de la croissance
d’une population est extrémement délicate. Diffé-
rents mécanismes interviennent : assimilation, varia-
tion des stocks internes, taille de la population, etc...
avec de nombreux contrdles en retour d’un facteur
sur un autre. Afin d’obtenir une valeur la plus repré-
sentative possible de la croissance de chacune des
cultures, nous avons calculé le taux moyen de crois-
sance (désigné rmoy) pour la phase exponentielle
(arbitrairement assignée a la période comprise entre
le jour 1 et le jour 4).

Les taux de croissance calculés (Tableau 1V) pour
I’effluent brut se situent donc autour de 1,00 j-1, soit

Tableau IV. Taux de croi! {zmoy) de S de Sp sur
différents types d'effluents.
Mieu de Taux de Nombre de
cutture croissance divisions
4N par jour
Effivent brut 0.99 143
0.92 1.3
1.08 1,58
Effluent filré 0.94 1%
1.07 15
Etfivent fitré + COZ 1.08 157
1.3 164

environ 1,45 division par jour (;/In 2). En dépit
d’une stimulation attendue de la croissance par le
CO; (de la Noiie et al 1984), on remarque que le
taux de croissance en présence de CO, (1,11 j!)
n’est guére supérieur a celui mesuré pour les algues
cultivées sur effluent brut ou fiitré (Tableau IV).
Dans des travaux antérieurs (Brunel & Guerri 1980)
avec Scenedesmus crassus, un taux de croissance
maximal de 1,62 j-! a été obtenu alors que Mur et
al (1978) donnent pour le genre Scenedesmus 1,58
j1. Ces valeurs sont inférieures a celle (2,08 j-1) que
donnent Lehman et al (1975) pour lesalgues vertes.
Jorgensen (1979) reléve pour le phytoplancton des
taux de 1,3 4 2,5 j-! dans la littérature. Les crois-
sances obtenues dans nos conditions sont donc com-
parables a celles de la littérature.

2.3. Influence des vitamines

Avec les effluents autoclavés et ultrafiltrés, les
résultats, non présentés ici, montrent que ces trai-
tements n’influencent pas grandement Ia croissance
de Scenedesmus. 11 n’y a pas non plus de différence
évidente avec les cultures sur effluent brut ou fil-
tré. Nous avons done, derniére étape de ’expérience,
réalisé des cultures sur effluents brut et synthétique
enrichi en vitamines.

L’examen des résultats (Tableau V), exprimés en
wxmoy, montre que I"ajout de vitamines n’a pas d’ac-
tion significative sur la croissance de Scenedesmus.
De plus, toutes les valeurs obtenues sur milieux vita-
minés sont inférieures a celles obtenues sur effluent
brut, ces derniéres se situant méme parmi les valeurs
de ymax mentionnées dans la littérature (voir ci-
dessus).
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Tableau V. Taux de (xmoy) de S Sp sur
milieu artificiel enrichi ou non en vitamines et sur effluent brut.

Miheu de Taux de Nombre de

culure croissance dwisions
(] par jour

Artificie) 1,04 1.51
1.2 1,76

+Thamine 0.7 1.41
1,33 193

* + Biotine 1,04 1.51
118 N

" +B12 1.10 1,59
1.23 1.78

Effiuent brut 1,65 2,39
1.66 2,41

3. Conclusion

Aucune des conditions étudiées, a Pexception de
I’enrichissement en CO;, ne semble justifiée, puis-
que ¢’est I'effluent brut gui assure la meilleure crois-
sance de Scenedesmus. Par ailleurs, la présence ou
non de vitamines dans un milieu artificiel ne sem-
ble pas influencer la croissance de cette derniére.
Comme le souligne Kuentzel (1970), le carbone
d’origine bactérienne pourrait expliquer la bonne
croissance observée sur effluent brut. Plus précisé-
ment, on peut proposer une stimulation spécifique
de la part des bactéries sur la croissance de la micro-
algue. Dakhama et al (1988) ont en effet démontré
I’existence d’interactions inhibitrices ou stimulatri-
ces de certains taxons bactériens sur la croissance
de Chlorophycées et de cyanobactéries.

Le systéeme de culture de Scenedesmus sur eaux
usées présente un potentiel élevé a la fois pour le trai-
tement tertiaire (et secondaire) des eaux usées et pour
la production de biomasse. Des travaux visant a
améliorer les moyens de récolte sont encore néces-
saires avant de permettre la mise en application de
ce systéme sur une plus vaste échelle.
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