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Le tapis végétal formé par les lentilles d’eau (Lemna minor) sur le plan d’eau constitue un compartiment important dans
les mécanismes épuratoires des bassins de traitement des eaux usées par macrophytes flottants. Une biomasse excessive ou
déficitaire serait a la base de certains dysfonctionnements dans ce type de bassins. La modélisation de ces bassins a lentilles
d’eau par I’approche de bilan de matiere basée sur une « matrice de Petersen » faciliterait une gestion optimale de ce type
d’installations. La présente étude vise a évaluer 1’efficacité et les limites du traitement d’images dans le suivi de I’influence
sur la croissance de Lemna minor des teneurs en azote et phosphore. Les expériences ont été réalisées dans une chambre de
cultures (phytotron) a 1’aide d’un pilote constitué de cuves cubiques en plexiglas dans lesquelles ont été placées une biomasse
fraiche (1 g) de Lemna minor et différentes concentrations d’azote (de 5 a 64 mg N-NH,*1") et de phosphore (de 1 a 24 mg
P-PO*I""). L’analyse d’images numériques a été utilisée en complément aux méthodes gravimétriques (masses humide et/
ou seche) pour suivre et quantifier la biomasse. Les résultats ont montré que le traitement d’images numériques constitue
une méthode non destructive permettant un suivi et une estimation continus de la biomasse au cours de 1’expérience (bonnes
corrélations entre surface couverte et masse humide/séche). La croissance de Lemna minor chute progressivement lorsque les
teneurs en azote et en phosphore sont respectivement supérieures a 16 mg N-NH,*-I"' et 6 mg P-PO,*I"". Les taux de croissance
maximum (x ) sont de I’ordre de 0,07 par jour, les constantes cinétiques de demi-saturation (K,) et d’inhibition (K)) valent
respectivement 3,83 mg-1" et 204 mg-1" pour 1’azote ainsi que 1,26 mg-1"' et 13,3 mg:I'' pour le phosphore. Ces résultats
sont intéressants et pourraient servir a la gestion optimale du lagunage par lentilles d’eau et a la modélisation des réacteurs
biologiques.

Mots-clés. Lemna, eau usée, traitement d’images, substance nutritive, biomasse.

Contribution of image processing in monitoring the influence of nutrients on the growth of duckweed (Lemna minor).
The growth of duckweed (Lemna minor) is an important component in the treatment process in wastewater floating macrophyte
ponds. An excess or shortage of this biomass may be responsible for the dysfunction of such ponds. Modeling these duckweed
ponds through mass balances based on Petersen’s matrix may be helpful in facilitating the optimal management of such
facilities. This study sought to assess the efficiency of digital image processing in the growth monitoring of Lemna minor under
different concentrations of nitrogen and phosphorus. The experiments were carried out in a growth chamber (phytotron) using
an experimental pilot involving initial fresh Lemna minor biomass (1 g), nitrogen and phosphorus concentrations varying
between 5 and 64 mg N-NH,*I", and 1 and 24 mg P-PO,* 1", respectively. Digital image processing was achieved in addition
to gravimetric methods (fresh weight and/or dry weight). Our results showed that the image processing method allowed a
continuous and non-destructive monitoring of duckweed biomass. The growth of Lemna minor progressively decreased when
nitrogen and phosphorus concentrations were greater than 16 mg N-NH,_*-I"' and 6 mg P-PO,*I"". The maximum growth rates
w . were of the order of 0.07 d'. The kinetic constants K, and K, were respectively 3.83 mg-I"" and 204 mg-1" for nitrogen, and
1.26 mg-1"' and 13.3 mg-1"! for phosphorus. Such results are interesting as they could contribute to the optimal management of
Lemna minor and the modeling of biological reactors.

Keywords. Lemna minor, wastewater, image processing, nutrients, biomass.
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1. INTRODUCTION

Les diverses activités anthropiques liées aux fortes
densités de populations dans les milieux ruraux et
urbains entrainent une augmentation de la consom-
mation d’eau et une production importante d’eaux
usées. Ces eaux usées nécessitent une bonne gestion
afin de réduire d’une part les risques sanitaires pour la
population et d’autre part, préserver les écosystemes
récepteurs. Par ailleurs, les conditions climatiques,
notamment la température et I’ensoleillement dans ces
milieux, permettent d’envisager différentes technolo-
gies d’épurations des eaux usées dont le lagunage a
macrophytes (Hilman, 1961 ; Oron et al., 1986 ;
Zirschky et al., 1988 ; Boniardi et al., 1994 ; Cross,
2002 ; Dalu et al., 2003 ; Monette et al., 2006 ; Lasfar
et al., 2007).

Les lentilles d’eau, Lemna minor, I’espece la
plus courante (Hilman, 1961 ; Cross, 2002), font
partie des plantes aquatiques généralement utilisées
pour le traitement des eaux résiduelles domestiques
ou industrielles du fait de leur performance dans
I’élimination de la pollution carbonée et leurs capacités
d’assimilation de 1’azote ou du phosphore (Debusk
et al., 1987 ; Vermaat et al., 1998 ; Al-Nozaily et al.,
2000a ; Al-Nozaily et al., 2000b ; Koné, 2002).
Cependant, leur croissance rapide dans les conditions
optimales (i.e. température, intensité lumineuse,
ensoleillement, nutriments, pH, etc.) exige une
gestion du tapis végétal formé sur le plan d’eau en
vue d’assurer une bonne épuration des eaux usées
(Filbin et al., 1985 ; Radoux et al., 1992 ; Bonomo
et al., 1997 ; Korner et al., 1998 ; Monette et al.,
2006 ; Demirezen et al., 2007 ; Lasfar et al., 2007).
Dans cette optique, les lentilles d’eau doivent étre
régulierement récoltées. Dans le cas contraire, le
tapis végétal devient trop important, les lentilles se
chevauchent et leur mortalité augmente. Les lentilles
mortes décantent éventuellement et se décomposent
au fond du bassin, créant ainsi une nouvelle source de
pollution (Debusk et al., 1981 ; Reddy et al., 1983 ;
Korneer et al., 1998 ; Jupsin et al., 2004). En outre,
une récolte hasardeuse des lentilles pourrait entrainer
la diminution de la capacité d’épuration et favoriser le
développement d’algues, d’ou I’intérét de suivre et de
prédire leur croissance en fonction des parametres du
milieu (luminosité, température, pH, azote, phosphore,
alcalinité, DCO, etc.).

De nombreuses études de suivi et de mesure
de la biomasse des lentilles d’eau ont été réalisées
principalement sur base de la masse séche ou humide
(Edwards et al., 1992 ; Koner et al., 1998 ; Vermaat
et al., 1998 ; Rahmani et al., 1999 ; Caicedo et al.,
2000 ; Cedergreen et al., 2002). Toutefois, ces
deux méthodes présentent des inconvénients qui
ne permettent pas de suivre de maniere continue
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la biomasse. Si la premiere (masse seche) est plus
fiable mais destructive, la deuxieéme (masse humide)
est par contre non destructive mais moins précise et
reproductible. Il existe, par ailleurs, une troisiéme
méthode de mesure de la biomasse des lentilles d’eau
basée sur la détermination du nombre de frondes des
lentilles d’eau (Lemon et al., 2000). Cette méthode est
encore beaucoup moins précise que les précédentes,
car elle renseigne davantage sur la reproduction des
lentilles d’eau plut6t que sur leur masse, leur croissance
ou encore leur mortalité.

Pour pallier aux inconvénients des méthodes
conventionnelles, la présente étude s’intéresse a
I’évaluation de I'efficacité et des limites du traitement
d’images numériques comme méthode complémentaire
aux méthodes gravimétriques (masses seche et/
ou humide) dans le suivi de la biomasse de Lemna
minor. Cette méthode présente 1’avantage d’étre non
destructive, quand bien méme elle exige une bonne
dextérité dans la prise des images et dans 1’utilisation
du logiciel du traitement d’images (Jupsin et al., 2004).
La corrélation surface—biomasse a été établie a cet effet
en vue d’apprécier la relation masse (seche/humide) et
surface couverte.

Par ailleurs, la modélisation par I’approche de bilan
de matiere basé sur une « matrice de Petersen » des
bassinsdulagunage parlentillesd’eau pourraitconstituer
un outil de gestion optimal de ce type d’installations,
comme c’est le cas des autres systemes tels que les
boues activées (Henze et al., 1987 ; Jupsin et al., 2003).
Pour parvenir a un modele mathématique du lagunage
par lentilles d’eau qui tient compte de 1’élimination
de I’azote, du phosphore, ainsi que la libération de
I’oxygene et la consommation du gaz carbonique par
ces plantes, la connaissance des parametres cinétiques et
steechiométriques qui décrivent le systeme s’avere €tre
nécessaire. Ainsi, I’impact des teneurs en nutriments
(azote et phosphore) sur la croissance de Lemna minor
sous une luminosité et température constantes a été mis
en évidence dans cette étude a travers les parametres
cinétiques ., K etK . Lesrésultats obtenus pourraient
servir a la gestion optimale du lagunage par lentilles
d’eau et éventuellement a la modélisation des réacteurs
biologiques.

2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Essais de croissance de Lemna minor

Les lentilles d’eau Lemna minor utilisées dans cette
étude ont été récoltées dans un bassin de lagunage de
la station d’épuration de Bertrix dans la province du
Luxembourg en Belgique. Elles ont été conservées
dans des bacs en plastique contenant de I’eau du milieu
de la récolte (eaux usées d’origine).
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Les essais de croissance ont été réalisés dans un
phytotron (chambre de cultures) en utilisant un pilote
constitué de six cuves cubiques ouvertes en plexiglas
transparent (12 cm? X 12 cm?). Six séries ont été suivies
araison d’une série' par semaine (5 jours ouvrables) et
définies de maniere a suivre 1’influence de faibles et
fortes teneurs en nutriments sur la croissance de Lemna
minor.Laluminosité dans le phytotron, mesurée al’aide
d’un luxmetre de marque Skye (310 gmole-m?s'), a
été assurée par des lampes a sodium haute pression
(400 watts) avec une photopériode de 16 h jour et 8 h
nuit. La constance de I’intensité lumineuse a induit une
température moyenne du milieu d’environ 28 °C dans
chacune des séries. Avant la mise en culture, la biomasse
constituée de Lemna minor a été lavée avec de I’eau du
robinet a 1’aide d’une passoire en vue d’éliminer les
impuretés (Vatta et al., 1995 ; Lasfar et al., 2007). Cette
biomasse fraiche (1 g) a été successivement mise en
culture dans chaque cuve du pilote, dans 500 ml d’eau
distillée contenant différentes concentrations en azote
et phosphore (Tableau 1). Ces teneurs en nutriments
sont obtenues par addition des quantités déterminées
de chlorure d’ammonium (NH,CI) pour I’azote et
de monohydrogeno phosphate de sodium dihydraté
(Na,HPO,-2H,0) pour le phosphore. Le pH, mesuré
in situ, avec un pH-metre WTW a affichage numérique,
était quasi neutre pour I’ensemble des séries. Les pertes
d’eau causées par [’évapotranspiration des plantes
étaient compensées quotidiennement par ajout d’eau
distillée en vue d’empécher une éventuelle mortalité
des plantes (Jupsin et al., 2004).

Le suivi et la mesure de la biomasse des lentilles
d’eau mises en culture ont été faits successivement par
I’évaluation de la masse humide (MH) et seche (MS)
ainsi que par I’analyse d’images numériques au moyen
des logiciels ACD-See® (prétraitement) et Image Pro-
Plus® (traitement). Pour la MH, les lentilles prélevées
a l’aide d’un tamis de cuisine étaient étalées sur un
papier absorbant pendant 5 min et pesées. La MS a
nécessité le séchage a I’étuve a 105 °C durant 24 h des
lentilles d’eau dont la MF était préalablement mesurée,
et puis pesée. La prise des images a été réalisée a I’aide
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d’un appareil photo numérique compact de marque
Nikon® COOLPIX L120, a objectif intégré avec une
distance focale de 25-525 mm et ayant une résolution
de 14 méga pixels (14 MP) (Tableau 2).

Le prétraitement a consisté a rogner I’image pour
n’obtenir que la surface couverte par les plantes
(Figure 2). Le traitement a consisté en un comptage et
a la détermination des caractéristiques géométriques de
Lemna minor (surface, grand axe, petit axe, périmetre).
L’option mode manuel du logiciel par reconnaissance
automatique de la couleur de la plante (verte : Lemna
vivante) a été utilisé a cet effet. Ce mode permet le
comptage automatique de 1’objet sur la base de sa
couleur sélectionnée par I’utilisateur du logiciel. Ainsi,
les lentilles d’eau vertes (vivantes) sont comptées
(délimitation en rouge) sur I'image (Figures 3).
Les intensités digitales « Red-Green-Blue (RGB) »
correspondant aux couleurs des lentilles vivantes
étaient comprises entre 100 et 255. Les caractéristiques
des lentilles d’eau comptées (i.e. surface, grand axe,
petit axe, périmetre) sont générées automatiquement
apres analyse. Un exemple de ces caractéristiques est
donné au tableau 3.

La corrélation surface-biomasse a été établie en vue
d’apprécier la relation masse (seche/humide) et surface
couverte. Pour ce faire, différentes (12) MH connues
des lentilles d’eau ont été placées dans différentes
cuves ne contenant que 500 ml d’eau distillée. Elles ont
été photographiées et ensuite prélevées en conformité
avec le protocole afin d’accéder successivement a leurs
surfaces couvertes et leurs MS. Les équations (1) et (2)
des droites d’étalonnage ont été ainsi écrites :

MH (g-m?) =f (Aen %) (1)
MS (g-m?) =f (Aen %) (2)

! Série : ensemble de six milieux de culture (azote, phosphore
et eau distillée) contenus dans six cuves cubiques constituant le
pilote.

Tableau 1. Plan d’expériences des essais de croissance de Lemna minor — Experimental design for Lemna minor growth

monitoring.
Séries (milieux)  [N-NH*]. (mg1') [P-PO,*] (mgl1') Luminosité]  Température (°C) Photopériode (h/h)
(xmole-m2-s)

1 5-15 1 310 278 16/8

2 10 - 20 3 310 28,2 16/8

3 20 - 40 2 310 27,1 16/8

4 44 - 64 2 310 27,1 16/8

5 10 2-12 310 284 16/8

6 10 14 -24 310 28,1 16/8
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Tableau 2. Conditions de prise d’images — Main steps involved in the camerawork.

1. La biomasse a été placée dans des cuves ouvertes en plexiglas transparent de dimensions de 12 cm? X 12 cm? afin de créer
le contraste entre le contenant et le contenu (Figure 1).

2. Un témoin flottant, coloré (couleur noire ou verte) et de dimensions connues (Icm X 1 cm) a été placé dans chaque cuve
avant la prise de I’image en vue d’obtenir une bonne calibration et de passer facilement d’un nombre en pixels a une valeur
en cm? (unité de référence) (Figure 2).

3. La biomasse mise en culture dans la cuve ne devait pas étre excessive (au plus 60 % de couverture totale, Jupsin et al.
[2004]) durant toute la durée de 1’expérience (4 jours) pour permettre une analyse aisée de I’image et éviter dans la mesure
du possible le recouvrement des plantes.

4. L’éclairage utilisé pour I’obtention des photographies a été celui de la lumiere naturelle (ambiante) dans le phytotron. Le
flash de I’appareil photo a ainsi été désactivé. Les tubes néons présents dans le local ont été éteints pour éviter un quelconque
reflet sur le plan d’eau pouvant perturber 1’analyse de 1’image.

5. L’appareil photographique a été calibré a 1’option automatique notée « auto » avec une taille maximale de I’'image de
4320 x 3240 pixels pour obtenir une bonne résolution compensant 1’absence du zoom.

6. L appareil photographique, par rapport au plan d’eau, a été¢ maintenu a 45 cm a I’aide d’un trépied en vue d’accéder a une
méme calibration durant toute la durée de 1’expérience.

Figure 1. Cuves expérimentales (milieux de culture) — Figure 2. Milieu avec témoin (carré noir) — Experimental
Example of the experimental tanks. tank with a control (black square).
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Tableau 3. Synthese statistique relative a la biomasse vivante des lentilles d’eau sur la figure 3 — Selected statistics

describing the living duckweeds showed in figure 3.

Statistiques Surface (cm?) Axe majeur (cm) Axe mineur (cm) Périmetre (cm)
Minimum 0,0083 0,151 0,071 0,373

(Objet #) 1 11 1 1

Maximum 0,674 1,462 0,886 5,560

(Objet #) 54 7 54 7

Etendue 0,666 1,312 0,815 5,187
Moyenne 0,133 0,539 0,305 1,767
Ecart-type 0,123 0,271 0,152 1,224
Somme 7,449 30,184 17,087 98,952

N 56 56 56 56

N correspond au nombre total de Lemna minor vivantes sur la figure 3 — N is the total number of living Lemna minor in figure 3.

ou A désigne la surface couverte en pourcentage. Cette
surface est obtenue en faisant le rapport entre la surface
réelle couverte par les lentilles d’eau dans une cuve et
la surface totale de la cuve vide (144 cm?).

2.2. Détermination des parameétres cinétiques

Le taux de croissance y expérimental a été déterminé
par régression de la droite InX =yt + b avec X désignant
la biomasse végétale présente et t exprimant I’évolution
temporelle de I’expérience. On suppose ainsi une
croissance exponentielle de la biomasse qui obéit a
la cinétique de Monod (équation 3) (Boniardi et al.,
1994 ; Vatta et al., 1995) et qui connait
une inhibition par exces de substrat
(azote) suivant ainsi une cinétique
d’Andrews (équation 4) (Caicedo et al.,
2000 ; Jupsin et al., 2004) :

S
= x 3)
M Mmax S+KS
1
U=t X | — g “4)
1+ 5+ =

1

ou Moo S, KS et K, sont respectivement le taux de
croissance maximum (par jour), la teneur en substrats
(mg-1""), la constante de demi-saturation (mg-1") et la
constante d’inhibition (mg-1'!).

Par conséquent, les méthodes d’ajustement linéaire
(Lineweaver-Burk [L-B], Eadie-Hofstee [E-H],
Hanes-Wolff [H-W ou Langmuir]) et non linéaire
(algorithme de Gauss-Newton) par moindres carrés
ont été respectivement appliquées aux équations (3)

1=Rx f(T)xg(E)x

et (4) pour déterminer le taux de croissance maximum
M., ainsi que les constantes cinétiques de saturation K
et d’inhibition K, (Fletcher, 1987 ; Henderson, 1992 ;
Doran, 1995). Dans les méthodes linéaires, seules les
valeurs issues de la méthode qui donnait la plus faible
somme des carrés des résidus [XR? = (ﬂexp—ﬂaj)z] ont été
retenues.

Par la suite, les différentes séries expérimentales
ont été globalisées en vue d’obtenir des parametres
cinétiques globaux qui serviraient dans I’équation
finale de modélisation de la cinétique de croissance des
lentilles d’eau qui, selon Michaelis-Menten? cité par
Lasfar et al. (2007), s’écrit (équation 5) :

CN X K IN X CP X K i

(5
Cy+K, K,+C, C,+K, K, +C, )

ou r, : taux de croissance (u); R: constante qui
s’apparente au taux de croissance maximum (¢, ) ;
f(T) et g(E) : fonction tenant compte respectivement de
I’influence de la température et de la photopériode dans
la croissance.

3.RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Corrélation Surface-Biomasse

Les résultats montrent une bonne corrélation entre la
surface couverte et la masse (seche/humide). La valeur
de R2 tend vers 1'unité (Figure 4), ce qui permet de
considérer I’analyse d’images comme une méthode

2 Michaelis L. & Menten M.L., 1913. Die Kinetik der
Invertinwirkung. Biochem Z., 49, 333-369.
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Figure 4. Droites d’étalonnage Surface-biomasse [Masse seche(MS)/Masse humide (MH)] des lentilles d’eau — Relationships
between the area and the biomass [Dry Weight (DW) and Fresh Weight (FW)] of duckweeds.

fiable d’estimation de la biomasse dans les conditions
du test.

Il ressort de ces droites d’étalonnage les relations
surface-biomasse ci-apres :

MS (g-m?)=0,532 A (%) avec R>=0,978 (6)
MH (g-m?) = 13,6 A (%) avec R2=0,968 (7

De ces équations, pour une surface couverte
d’environ 10 %, on obtient dans les conditions
expérimentales testées, au minimum 136 g MH-m?
et 53g MS-m?2 Ces équations constituent une
information méthodologique intéressante dans 1’étude
de la cinétique de croissance des lentilles d’eau au
laboratoire ou encore dans les conditions de terrain.

Bien que les présentes valeurs de R* tendent toutes
vers ['unité, les valeurs des pentes sont distinctes
par rapport a celles découlant de travaux antérieurs
(Jupsin et al., 2004). En effet, ces auteurs ont obtenu
respectivement des valeurs de pente de 0,269 et 2,80
pour les relations 6 et 7. Ces écarts entre les valeurs de
pentes peuvent s’expliquer par la différence du logiciel
principal de traitement d’images, a savoir Image
Tools® (Jupsin et al., 2004), qui exige de transformer
I’image en niveaux de gris (perte de la qualité de
I’image) en vue de compter les objets et déterminer
les autres parametres de taille (i.e. surface). Par
contre, cette étape n’existe pas dans le logiciel Image
Pro-Plus® ou les objets sont comptés et caractérisés
juste apres la calibration de I’image. En outre, I’espéce
expérimentale étant la méme, Lemna minor, les
milieux ou elle se développe sont par contre différents
(pauvre ou riche en nutriments), ce qui influencerait
I’épaisseur de la plante et la taille des racines (Hilman,
1961 ; Leng, 1999 ; Cedergreen et al., 2002). Il s’ ensuit
ainsi que la méme surface, le méme pourcentage de
recouvrement des Lemna ne traduirait pas toujours la
méme quantité de la biomasse (méme masse) selon
les milieux de récolte et que la calibration devra
donc étre spécifique au cas étudié. Toutefois, plus

la surface couverte augmente, moins la méthode de
traitement d’images reste fiable, du fait des possibles
recouvrements des lentilles qui sont non statiques dans
I’eau (dl a leur croissance). Il serait alors intéressant de
travailler dans un milieu ot les lentilles ont été diluées
pour en diminuer leur densité surfacique. Jupsin et al.
(2004) préconise d’ailleurs qu’au-dela d’une certaine
densité de Lemna (environ 60 % de couverture), il
est nécessaire soit de répartir la biomasse dans deux
cuves ou plus afin de photographier chacune d’elles
et sommer leurs surfaces, soit de 1’introduire dans une
plus grande cuve qui subira alors les mémes prise et
traitement de 1’image.

En pratique, la réalisation de I’analyse
photographique sur une lagune nécessiterait de prélever
un échantillonnage le plus représentatif possible, car
il ne sera pas aisé de photographier tout un bassin de
lagunage. Cependant, un échantillonnage de quantité
(récolte) peut rendre la méthode destructive, d’ou
I’'importance d’un échantillonnage de qualité qui
permettrait de minimiser la biomasse prélevée et de
refléter le mieux possible la réalité. Par ailleurs, a
moins d’améliorer le logiciel ou d’en trouver un plus
adéquat (Software duckweed, par exemple), il ne sera
pas possible de prendre les photographies in situ du
fait de I’éclairage (reflet sur ’image) et de la nécessité
d’avoir un fond clair et uniforme.

3.2. Evolution de la biomasse

Séries expérimentales. La figure5 représente
respectivement 1’évolution de la surface végétale
couverte au cours du temps ainsi que 1’évolution du
taux de croissance en fonction de la teneur initiale en
substrat dans les six séries expérimentées.

Ces résultats montrent qu’avec 1’azote comme
substrat (séries 1, 2, 3, 4), a une luminosité constante
de 310 ymole-m?-s', une température de 1’ordre de
28 °C et un pH quasi neutre, la biomasse a tendance
a croitre dans les trois premieres séries. Les valeurs
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de u sont en effet positives (Figure5: 1a, 1b, 1c
et 2a, 2b, 2¢). Le taux de croissance expérimental
le plus élevé est de 0,23 par jour avec des teneurs
respectives en azote et en phosphore de 9 mg-l' et
1 mg-I"'. Cependant, avec 1’augmentation progressive
de la teneur en azote (= 16 mg N-NH,*1', figure 5 :
2b), il y a une diminution partielle de cette croissance
en accord avec Caicedo et al. (2000), Jupsin et al.
(2004), Monette et al. (2006) et Lasfar et al. (2007).
Cette décroissance tend a devenir sévere a partir de

+Cuve 1 (5mgN:I"") =Cuve?2 (7 mgN:I") 4 Cuve 3 (9 mg N:I"")
xCuve 4 (11 mg N:I") xCuve 5 (13 mg N:I'') e Cuve 6 (15 mg N:I")

24

20 X
16 : v
g 12 : .
< 8 ]
4
0 : : : : : ,
0 1 2 3 4 5 6
1a Temps ())

+Cuve 1 (20 mg N-I'") mCuve 2 (24 mg N-I"") 4 Cuve 3 (28 mg N-I")
xCuve 4 (32 mg N-I"") xCuve 5 (36 mg N-I'") e Cuve 6 (40 mg N-I")
24
20
16

12 s i

A (%)

[ 2 2
[

0 ‘ : : ‘ : ,
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24

mCuve 2 (4 mg P-I'") 4 Cuve 3 (6 mg P-I"")
* Cuve 5 (10 mg P-I'') @ Cuve 6 (12 mg P-I'")

1e Temps ())
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48 mg N-NH,*I' jusqu’a provoquer la mortalité
constatée par le blanchissement de certaines plantes
dans les cuves. Des valeurs négatives de y sont alors
obtenues (Figure 5: 2d). Le taux le plus bas est de
- 0,20 par jour, avec des teneurs respectives en azote
et en phosphore de 64 mg-1"' et 2 mg-l"'. Dans le cas
du phosphore comme substrat (séries 5, 6) et dans
les mémes conditions expérimentales, des valeurs
positives de u sont obtenues (croissance de la biomasse,
figure 5 : 2e et 2f). Néanmoins, ces taux de croissance

+Cuve 1 (10 mg N-I'") mCuve 2 (12 mg N-I'") 4 Cuve 3 (14 mg N-I'")
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24
20
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S 12
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24
20
—~ 16

®
:
0 : ‘ . ‘

0 1 2 3 4

Temps (j)

(oo}

[ 8
e
om ¢
[ 2 O 2

o1
D

1d

# Cuve 1 (14 mg P:I'") ®Cuve 2 (16 mg P:I"") ACuve 3 (18 mg P:I"")
% Cuve 4 (20 mg P-I'") x Cuve 5 (22 mg P-I") ® Cuve 6 (24 mg P-I'")

24

1f Temps (j)

Figure 5. Evolutions de la surface couverte par Lemna minor en fonction du temps (1) et du taux de croissance en fonction de
la teneur initiale en azote ou phosphore (2) pour diverses séries — Daily growth of the area covered by Lemna minor (1) and
evolution of the growth rate according to the initial concentration in nitrogen or phosphorus (2) for different series.

a. Série | — Serie 1 : N=5-15mg1",P=1mgl1"';b. Série 2 — Serie 2 : N =10-20 mg-I"', P=3 mg-1"; c. Série 3 — Serie 3 :
N =20-40 mg-1",P=2mg1"; d. Séric 4 — Serie 4 : N =44-64 mg-1",P=3 mg1"; e. Série 5 — Serie 5: N =10 mg1",P=2-12 mg-1"';

f. Série 6 — Serie 6 : N =10 mg-"', P = 14-24 mg-1"".
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Figure 5 (suite). Evolutions de la surface couverte par Lemna minor en fonction du temps (1) et du taux de croissance en
fonction de la teneur initiale en azote ou phosphore (2) pour diverses séries — Daily growth of the area covered by Lemna
minor (1) and evolution of the growth rate according to the initial concentration in nitrogen or phosphorus (2) for different

series.

a. Série | — Serie 1 : N=5-15mg1",P=1mgl";b. Série 2 — Serie 2 : N =10-20 mg-I"', P =3 mg" ; c. Série 3 — Serie 3 :
N =20-40 mg-1",P=2 mg-1"'; d. Série 4 — Serie 4 : N = 44-64 mg-I"',P=3 mg1';e. Série 5 — Serie 5: N =10 mg1',P=2-12 mg1';

f. Série 6 — Serie 6 : N =10 mg-I"', P = 14-24 mg 1.

sont faibles comparativement au cas de 1’azote pour des
concentrations similaires. La chute de la croissance est
observée a de tres faibles teneurs (des 4 mg P-PO,* I,
série 5) (Figure 5 : 2e). Le taux de croissance le plus
élevé s’établita 0,12 par jour (10 mg N-NH,*I"' et4 mg
P-PO*I""), tandis que le taux le plus bas observé est de
0,044 par jour (10 mg N-NH,*1" et 24 mg P-PO_*1").

Ces résultats s’expliqueraient par le fait que la
croissance de Lemna est optimale dans les milieux
pauvres en nutriments, notamment en azote et en
phosphore, soit moins de 10 mg N-I"' et moins de
2mg P! (Landolt, 1986). En outre, 1’étude de la
croissance des lentilles d’eau étant faite en fonction de
la teneur initiale en nutriments (azote et phosphore), le
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non-renouvellement du milieu et 1’absence des oligo-
éléments dans les milieux de culture expliqueraient la
croissance limitée observée des plantes. Elles peuvent
alors empécher le développement de Lemna minor,
voire méme provoquer la mortalité dans le milieu.
Or d’apres Oron et al. (1989), cette hypothése est
plus probable quand les temps de séjour sont élevés
(> 10 jours). Ainsi, dans notre étude, avec un temps
de séjour faible (4 jours), I’hypothese de la carence
en nutriments a été confirmée par les calculs de bilan
de matiere en substrats (N et P). Cette carence est
observée pour des concentrations inférieures ou égales
a 28 mg-1"' et 6 mg-l"', respectivement pour 1’azote et
le phosphore. Toutefois, a partir de 32 mg N-NH_*1"!
et 8 mg P-PO,*I"", un excés des nutriments était noté,
exces qui pourrait étre responsable d’une éventuelle
inhibition de la croissance de Lemna minor dans le
milieu.
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La cinétique de croissance de Lemna minor a
été caractérisée par la détermination des parametres
cinétiques p ., K et K, pour chacune des séries. Ces
parametres ont été déterminés par les méthodes de
linéarisation et de I’ajustement non linéaire (Tableau 4).

Malgré des valeurs adéquates de photopériode
(16 h/8 h) (Landolt et al., 1987), de température
(28 °C) (Oron et al., 1989 ; Boniardi et al., 1999) et
d’intensité lumineuse (310 ymole-m2-s') pour une
bonne croissance des lentilles d’eau (Filbin et al., 1985 ;
Lasfar etal.,2007), les valeurs de u _ajustées ainsi que
celles des constantes cinétiques K et K, obtenues sont
faibles. Ceci est en accord a la fois avec I’hypothese
des concentrations limitantes a des teneurs relativement
faibles en nutriments (et en oligo-éléments) et
I’hypothése d’inhibition a des concentrations élevées
en nutriments dans le milieu. L’expression globale de la
cinétique de croissance s’écrirait ainsi :

®)

He= g % (1) % £ (T)

K

S.N

K

S,P

[N-NH:

[P- PO

1+

[N-NH;]

K,y [P-PO; ] * K, ,

Tableau 4. Valeurs des paramétres cinétiques de Lemna minor pour I’ensemble des séries de croissance — Summary of
Lemna minor growth kinetics parameters obtained by experiment, or linear and non-linear fits.

Série Parametres Expérimental Ajustement linéaire Ajustement non linéaire
InX=put+b L-B E-H H-W  Andrews Gauss-Newton
1 u,.. (par jour) 0,23 0,21 0,25
K, N (mg-1") 50 10 2,6
K, N (mg1") 39
2 u,.,. (par jour) 0,17 0,10 0,10
K, N (mg-1") 3,7 4.1
K, N (mgl") 25,1
3 u,.. (par jour) 0,10 0.01 0,02
K, N (mg-1") 20.0 159
K, N (mg1") 310 210
4 M, (par jour) 0,04 0,02
K, N (mg-1") 48.6 73.5
K ,N (mg1")
5 u,.. (par jour) 0,13 0,08 0,08
K, P (mgl1") 09 0,7
K, P (mgl") 12,0 9,6 3,6
6 u,.,. (par jour) 0,09 0,03 0,04
K, P (mgl") 10,2 89
K, P (mgl") 240 10,9

L-B : Lineweaver-Burk ; E-H : Eadie-Hofstee ; H-W : Hanes-Wolf (Langmuir).
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Globalisation des séries expérimentales. La
globalisation de quatre séries expérimentales (1,2,3,4)
relatives a I’azote comme substrat en une série confirme
les observations selon lesquelles les lentilles d’eau
croissent a de faibles teneurs en azote (< 10 mg N.I'!)
(Landolt, 1986). La limitation de cette croissance suite
a la carence des nutriments et des oligo-éléments est
observée jusqu’aux environs de 28 mg N-NH *I'.
Cependant, au-déla de cette concentration, l’exces
d’azote dans le milieu a tendance a inhiber davantage
la croissance de Lemna minor, tel que montré par le
bilan des matieres (Figure 6a).

Pour les séries 5 et 6 relatives au phosphore, les
observations sont similaires au cas de l’azote. La
tendance a la décroissance est observée des 6 mg
P-PO*I'". D’une mani¢re générale, une augmentation
de la teneur en phosphore entrainerait une diminution
du taux de croissance y (Figure 6b). La carence en
nutriments est précoce (< 6 mg P-PO,*1") et ’excés en
phosphore dans le milieu est confirmé a partir de 8 mg
P-PO > I
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- -0,05 RN,
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Tangou T.T., Baya D.T, Liady M.N.D. et al.

Il se dégage des parametres cinétiques obtenus
de ces séries globales que, malgré de faibles valeurs
de p, , celles-ci restent néanmoins dans la gamme
des valeurs proposées dans la littérature (Tableau 5).
Quant aux valeurs des constantes cinétiques, K,
elles sont supérieures a la gamme rencontrée dans la
littérature, ce qui n’est pas le cas pour K,. Le milieu
n’étant pas renouvelé, il engendre une augmentation de
K, et une diminution de K. Toutefois, ayant trés peu de
points dans la zone de croissance (< 10 mg N-NH_*1",
<4 mg P-PO*I", Figure 6), les valeurs de K issues
de cette globalisation ne sont donc pas particulicrement
tres fiables.

4. CONCLUSION

Dans cette étude, I’efficacité et les limites du traitement
d’images comme méthode complémentaire dans le
suivi de I’impact des teneurs en nutriments (azote,
phosphore) sur la croissance de Lemna minor a été

b 0,13
012h ©
011
0,10 o
~— ~_0
3. 0'09 \o fe)
g 0,08 & =
= 0,07 \\a\ o)
o ~
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0,05 | ¥ =0,1226 - 0,008" ;
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Figure 6. Evolution du taux de croissance y en fonction de la teneur initiale en azote (a) et en phosphore (b) — Evolution of
the growth rate p according to the initial concentration in nitrogen (a) and phosphorus (b).

Tableau 5. Valeurs des parametres cinétiques de Lemna minor pour la série globale. Les valeurs obtenues dans les études
antérieures sont ajoutées a titre de comparaison — Parameter values of Lemna minor growth kinetics for the overall series.

Values obtained in previous studies are added for comparison.

Parametres Référence
Oron et al., Caicedo et al., Al-Nozaily et al., Jupsin et al., Lasfar et al., Présente
1986 2000 2000b 2004 2007 étude, 2013

u,.. (par jour) 0,25 0,29 0,19 0,062 0,40 0,07

K., N (mg1") 0,003 0,002 0,001 0,002 095 3,83

K, N (mg-") 18,61 44,63 3341 73 604 204

K, P (mgl") 0,04 0,31 1,26

K, P (mgl") 101 13,3
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évaluée. Malgré les limites basées sur les corrélations
empiriques de la méthode (essai sur pilote), le
traitement d’images a I’avantage d’étre non destructif
dans le suivi continu de la biomasse. Il permet en effet
de mesurer la biomasse de par la corrélation surface-
masse (humide/seche). Cependant, un milieu trés dense
dominé par un recouvrement des plantes exigerait une
dilution et une augmentation de surface afin d’aboutir
a de bons résultats. L’idéal serait ainsi d’examiner
I’aspect de densité surfacique avec cette méthode
afin de prévenir les difficultés qu’on rencontrerait en
réalité sur terrain (pleine échelle). Les résultats obtenus
du point de vue de I’enlevement des nutriments ne
tiennent donc compte que de la phase de la croissance.
Ainsi, des expériences menées avec une luminosité
de 310 gmole-m?2-s' induisant une température
d’environ 28 °C, un pH presque neutre, il en résulte
que la biomasse de Lemna minor croit faiblement a
des teneurs faibles et moyennes en nutriments (azote
et phosphore) dans un milieu non renouvelé et exempt
d’oligo-éléments. Cette croissance connait une chute
progressive a partir de 16 mg N-NH_*I"' et de 6 mg
P-PO*I"' suite a la limitation des teneurs en nutriments
et une possible inhibition due a un exces de substrats a
des teneurs élevées. Toutefois, il serait intéressant de
faire varier I’ensemble des parametres (température,
intensité lumineuse, photopériode, pH, etc.) qui sont
liés a la croissance des lentilles d’eau en vue de mieux
cerner I’influence de chacun d’eux dans cette croissance
et éventuellement évaluer le taux de mortalité.
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