UNIVERSITE DU QUEBEC

THESE
PRESENTEE A

L'UNIVERSITE DU QUEBEC A TROIS-RIVIERES
COMME EXIGENCE PARTIELLE
DE LA MAITRISE ES SCIENCES (ENVIRONNEMENT)

PAR
MARIO LUPIEN

BACCALAUREAT SPECIALISE EN SCIENCES (CHIMIE)

EFFET DU SULFURE DE SODIUM DISSOUS SUR LA CROISSANCE DU PHYTOPLANCTON:

ETUDE EN MONTAGE DYNAMIQUE.

JANVIER 1978




Université du Québec a Trois-Rivieres

Service de la bibliotheque

Avertissement

L’auteur de ce mémoire ou de cette these a autorisé I’'Université du Québec

a Trois-Rivieres a diffuser, a des fins non lucratives, une copie de son
meémoire ou de sa these.

Cette diffusion n’entraine pas une renonciation de la part de I'auteur a ses
droits de propriété intellectuelle, incluant le droit d’auteur, sur ce mémoire
ou cette these. Notamment, la reproduction ou la publication de la totalité
ou d’une partie importante de ce mémoire ou de cette these requiert son
autorisation.



Résumé

Effet du sulfure de sodium dissous sur la croissance du phytoplancton.

Etude en montage dynamique.

Suite a l'implantaio de 1'usine d'eau lourde La Prade dans le
parc industriel de Bécancour, il y aura émission de polluants. Un de ces
polluants, 1'hydrogéne sulfuré, menace trés sérieusement la population ainsi
que 1l'environnement.

On estime que lors du fonctionnement normal de l'usine, les eaux de
déversenment contiendront 300 ppb d'hydrogéne sulfuré. Dans une étude en sys-
téme dynamique, Adelman (1970) observait une diminution de survie des pois-
sons, une augmentation de malformations physiologiques et une limitation
dans la croissance des alevins. Ces effets furent observés dans tous les
essais, et ce a des concentrations aussi basses que 18 ppb en hydrogéne sul-
furé pour les oeufs et 8 ppb pour les alevins. '

A la lumiére des résultats obtenus en montage dynamique, nous pou-
vons affirmer hors de tous doutes que la présence de sulfures en solution a
une action inhibitrice sur la croissance du phytoplancton et ce méme & de
trés faibles concentrations. Ainsi le pourcentage d'inhibition passe de 4%
pour l'essai a 180 ppb, & 35% pour celui a 680 ppb.

L'effet de la présence des sulfures, tel que nous le percevons, est
d'ajouter des contraintes au développement du phytoplancton. Suivant la
théorie de 1'espace vital, ces contraintes astreignent la colonie &
limiter la croissance de ses individus afin d'assurer la survie de la col-
lectivité.
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CHAPITRE I

INTRODUCTION

A, Le systdme CANDU

Le systéme CANDU (Canadian Deutérium-Uranium) servant 32 la
production d'énergie électrique & partir de la fission nucléaire
est basé sur la combinaison de deux concepts clés, premidrement
celui des réacteurs & tubes de force et deuxidmement la modéra-
tion & 1l'eau lourde, Cette combinaison a donné naissance & un
systeéme efficace et fiable. On retire ainsi de 1l'uranium plus

d'énergie que tout autre systd®me commercial.

Selon Lumb (1975) (1), les besoins futurs d'eau lourde re-
posent essentiellement sur le nombre de réacteurs modérés i 1l'eau
lourde qui seront construits pour la fourniture d‘'électricité.

I1 est aussi possible qu‘'on utilise des réacteurs CANDU pour la
production de vapeur pour l'industrie de transformation si le

prix du combustible fossile continue d'augmenter.

De minimes quantités d‘'eau lourde sont requises pour combler

les pertes qui s'évaluent A environ 0.5 % par année & la centrale



nucléaire de Pickering de 1'Hydro-Ontario, c'est-a-dire, appro-
ximativement dix tonnes par année. On utilise aussi de trés pe-
tites quantités d'eau lourde dans les recherches en biologie et

autres études employant les traceurs.

La quantité d'électricité que peut produire 1'énergie nu-
cléaire au Canada a fait l'objet de différents calculs et varie-
ra de 100 Gigawatts & 130 Gigawatts d'ici l'an 2000, Le ravi-
taillement en eau lourde de ces réacteurs nécessitera la produc-
tion maximale de toutes les usines déji engagées ainsi que la
production de deux ou trois usines additionnelles. Des quanti-
tés encore plus considérables seront néceésaires si on réserve
les combustibles fossiles & d'autres usages et si d'autres pays
se tournent vers un plus grand usage des réacteurs modérés i

1'eau lourde.,

En regardant au-deld du sidcle présent, il se peut que 1l'eau
lourde soit la source de deutérium dont les réacteurs & fusion
auront besoin, L'industrie de l'eau lourde au Canada est déji
la plus importante du monde avec une production annuelle de
1000 Mg, et celle-ci atteihdra de trois & quatre mille Mg (3000

-4000 Mg) au début de la prochaine décennie(voir référence 1).

La plus grande partie de cette eau lourde sera extraite de

1'eau naturelle par le procédé Girdler-Sulphide (G.S.).



B. Le procédé GIRDLER-SULFIDE

Le procédé Girdler-Sulfide, congu et mis en pratique d'a-.
bord aux Etats-Unis, reste le seul procédé capable de produire
la quantité d'eau lourde demandée par le programme CANDU, D'au-
tres procédés sont toutefois en voie de développement. Le pro-
cédé est basé sur la réaction entre le sulfure d'hydrogdne et
1l'eau:

HDO (1) + H,S (g) == H,0 (1) + HDS (g)

Cette réaction est réversible, rapide et ne requiert pas de
catalyseur. A basse température, l'équilibre favorise le passa-
ge du deutérium vers l'eau en plus grande quantité qu'ia haute

température.

Cette réaction est mise en pratique en faisant barboter a
contre-courant 1'hydrogtne sulfuré dans 1l'eau, dans des tours
munies de plateaux perforés ou i calottes (voir la figure 1),
Chaque étape d'enrichissement comprend une tour froide & 30°C et
une chaude 3 130°C. Les températures sont limitées d'une part
par le point de fusion de l'hydrate solide d'hydrogdne sulfuré
qui s'établit & 28,4°C A 2000 kPa de pression et d'autre part

par la perte accélérée d'énergie & plus de 130°C.

L'eau coule & travers les plateaux perforés et se mélange
au gaz quil monte par lesrtrous des plateaux pour produire une
mousse stable, L'eau se sépare du gaz en se déversant par des-
sus un barrage et tombant au plateau inférieur tandis que le gaz
continue 3 travers les trous du plateau inférieur. Chaque fois

que le gaz et le liquide entrent en contact, le deutérium passe
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de 1'un & 1l'autre,

Dans la section froide de la tour (partie A de la figure 1),

on favorise le passage du gaz au liquide. Soit la réaction :
HDS (g) + Hy0 (1) — HDO (1) + H,S (g)

Nous retrouvons donc une concentration maximale en deutérium dans

la phase liquide au bas de la section froide de la tour d'échan-

g€,

Dans la section chaude de la tour (partie B de la figure 1),

on favorise le passage du liquide au gaz. Soit la réaction :
HDO (1) + H,S (g) —— HDS (g) + Hy0 (1)

Nous retrouvons donc une concentration maximale en deutérium
dans la phase gazeuse au haut de la section chaude de la tour d‘'é-

change.

Puisqu'il existe un éventail de concentrations, on peut sou-
tirer une fraction de fluide dans laquelle le deutérium est plus
concentré, On peut accomplir ceci en faisant un piquetage sur
les circuits de gaz et de ligquide & un point entre les deux sec-
tions (partie C de la figure 1). Ces fractions peuvent alors é-
tre enrichies dans des paires de tours semblables mais plus pe-
tites, Plusieurs variations du syst®me sont possibles et dans
le programme canadien, les schémas de fonctionnement des usines
de Glace Bay, Port Hawkesbury, Bruce et La Prade exhibent des
différences sensibles qui réfldtent les conditions locales de la

chimie des eaux, en 1l'occurence l'approvisionnement. en énergie,



l'expérience et d'autres facteurs. Tel que mentionné dans le

pamphlet PP-8 Fr de 1'EACL (2), le procédé G.S. est surtout uti-
lisé pour enrichir 1l'eau naturelle de 245 ppm & 20 % D,0. On ob-
tient 1'eau lourde &4 la teneur requise pour les réacteurs (99.75

%) par distillation fractionnée sous vide.

L'eau qui a été traitée dans le procédé d'extraction G.S.
contient une substance volatile, soit 1l'hydrogéne sulfuré dont
la:coneentration a été réduite & environ 0.3 ppm par lavage i la
vapeur. Cette eau est alors aérée pour oxyder 1‘'hydrogdne sul-
furé résiduel avant de la mélanger aux effluents de l'usine,
Tout malfonctionnement de 1'usine qui affecte la performance du
*stripper” * peut 8tre décelé et l'eau est retournée vers des
étangs ou on peut procéder i 1'oxydation et ainsi réduire la te-

neur en sulfure d'hydrogene.

On a estimé que lors d'un fonctionnement normal, 1l'analyse
des eaux de déversement de l'usine La Prade révdlera des données
comparables & celles présentées au tableau I (Etude préliminaire

de la société CANATOM pour 1l'usine La Prade (3)).

* Colonne A distiller 4 plateaux qui traite les eaux du pro-
cédé, par lavage 3 la vapeur. Ce traitement permet de sou-
tirer 1'hydrogéne sulfuré (voir figure 2).
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Tableau I : Analyse des effluents liquides.

Caractére physico-chimique

Estimation

COD (Demande Chimique en -*
Oxygene)

Température
pH
Couleur

Solides en suspension
totaux:

Solides volati}é
Solides dissous
Huile

Hydrog&ne sulfuré
Fe

Cr

Chlorure

5-15.". ppm. 0,

8% Op

6.0-7.0

10 unités APHA (max, )
10 ppm (max.)

jusqu'ad 5 ppm

250 ppm (max.)
6 ppm (max.)
0.3 ppm (max.)
1 ppm (max.)
0.4 ppm (max.)

0.1 ppm (max.)

Source : Etude préliminaire de la société CANATOM pour l'usi-

ne La Prade,
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C.. Effets du H,S sur la vie aquatique

Ces expériences ont consisté A exposer des oeufs de poisson:
ainsi que des alevins A une concentration précise d'hydrogine
sulfuré, Le tableau II résume les résultats obtenus par Adel-

man (1970) (4) et Smith (1972) (5).

Dang son étude en systd®me dynamique, Adelman (1970) (4) ob-
serve une diminution de survie, une augmentation des malformations
physiologiques et une limitation de leur croissance, Ces crite-
res sont observés dans tous les essais, et ce pour des concen-
trations aussi faibles que 18 ppb pour les oeufs et 8 ppb pour

les alevins "“SAC".

Dans une étude similaire, Smith (1972) (5) obtient en sys-
time statique des résultats comparables, Il explique que ces
conditions expérimentales sont fréquemment retrouvées dans la

nature,

Les observations expérimentales demeurent, mais le point de
1'Energie Atomique du Canada Limitée (EACL) est tout aussi logi-
que 3 & savoir, que les poissons sont attirés dans la région du
déversoir & cause des gradients de température et qu'ils sont
constamment & la recherche d'une température idéale pour leur
organisme, Par conséquent, leur exposition serait de courte

durée,

A ce jour, aucune donnée n'est = publiée au sujet de 1°*
effet de 1'hydrogtne sulfuré sur la croissance du plancton,

Nous sommes en mesure de croire que les microorganismes ne de-
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meureront pas indifférents. Comme le phytoplancton est & la ba-
se..de la chafne alimentaire, nous nous proposons de vérifier

1'importance de cette pollution,

Tableau II :+ Effets du H,S sur la vie aquatique.*

ESPECE 96 h. TLgy** (mg/1)
Alevin “SAC" 0,026

Alevin “WALLEYE" 0.007

Alevin "REMORA" 0,013-0,026

Oeufs de TRUITE 0.049

Oeufs “WALLEYE" 0,074-0,087

Oeufs "REMORA“ 0.028

Oeufs de BROCHET 0.037

* Les conditions expérimentales sont 6 mg/l d'
oxygtne dissous & 15°C,

*## “Median tolerance Limits", sur une période de
96 heures

Source : Adelman (1970) (4) et Smith (1972) (5)
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fond, ménent la nuit une vie pélagique et nous avons encore 13,
entre le benthos et le plancton cette fois, une marge incertaine,
La grande majorité des organismes du plancton, ou planctontes,
ne pourra cependant se déplacer que relativement peu au milieu
de la pleine eau. Son mode de capture électif sera alors le fi-
let 4 plancton, grand céne en soie ou nylon i bluter qui, fil-
trant 1'eau & travers ses mailles, retiendra les organismes de
dimensions supérieures A celles-ci, et les concentrera i son ex-

trémité.munie d'un collecteur.

La définition du plancton est extr@mement large. Son étu-
de approfondie nécessite de les classer en catégories plus limi-

tées, ce qui peut se faire suivant différents critdres tels que:
a) La taille des organismes planctoniques

- ultramicroplancton : < 2 p1

- nanoplancton 1 2-20 m

- microplancton s 20-200 p

- macroplancton - 1 200-2000 u
- mégaplancton 1 >2000 p

b) La répartition verticale

- épiplancton dans la zone épipélagique (0-120 m)

- mésoplancton dans la zone mésopélagique (jusqu'i
100-300 m)

- infraplancton dans la zone infrapélagique (jusqu'a
500-600 m)

- bathyplancton dans la zone bathypélagique (au-deld
500-600 m)



CHAPITRE II

LE PLANCTON MARIN

A. Généralités

1, Définition et divisions du plancton

Suivant Bougis (1974) (6), le plancton se définit comme . -
l'ensemble des organismes pélagiques susceptibles d'é&tre entrai-
nés par les déplacementsd'eaux. Il se différencie ainsi du nec-
ton, également pélagique, par le fait que ces organismes nagent
de fagon suffisamment puissante pour avoir des déplacements au-
tonomes par rapport & leur milieu., Le plancton s'oppose égale-
ment au benthos constitué par les &tres vivants peuplant le fond

ou sa proximité immédiate.

Certains organismes, considérés comme planctoniques, sont
capables de présenter des déplacements verticaux rapides et de
grande amplitude avec une certaine indépendance vis-a-vis les
eaux environnantes: ils sont en fait tr®s proches des animaux
qui forment le micronecton, c'est-iA-dire le necton de dimensions

réduites, D'autres organismes vivant pr&s du fond, ou sur le
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c) Le mode de nutrition

Le plancton végétal ou phytoplancton, capable de synthéti-
ser sSa propre substance grice i la photosynth&se, est différen-=
cié du plancton animal (zooplancton) qui utilise la production

existante pour s'alimenter.,

2, Caractéristiques générales du plancton

Malgré 1l'extréme diversité du plancton, il est possible d'y
reconnattre des caractdres généraux qui lui donnent une physio=
nomie particulidre : il s‘'agit essentiellement de sa coloration

et de ses dimensions.

Les animaux plaﬁctoniques sont peu colorés et montrent une
tendance générale i é&tre transparents, la pigmentation se trou=
vant limitée A quelques organes restreints., Ceci est particu-
lidrement net chez les hydroméduses, siphomophores, les salpes
et les firoles. Deux exceptions cependant sont & signaler ; les
animaux planctoniques superficiels sont souvent d'un bleu inten-
se (Vélelle), ceux habitant les grandes profondeurs sont fréquem-

ment d'une teinte rouge ou brune,

D'autre part, de fagon générale, la grande majorité des or-
ganismes posséde des dimensions de l'ordre du centim2tre ou du
millimdtre, pour le plancton animal, et de 1l'ordre de la centai=-

ne ou de la dizaine de micron pour le plancton végétal.
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B. Le phytoplancton

Le phytoplancton se définit comme le plancton de nature vé-

gétale, c'est-A-dire le plancton capable de synthétiser sa pro-

pre substance par photosynthi®se A partir de 1l'eau, du gaz carbo-

nigue et de

l'énergie lumineuse.

La fagon de reconnattre les algues est quelque chose d'as-

sez spécial

; nous ne pouvons donc, dans le cadre de ce travail,

développer la question,Nous nous limiterons donc A expliciter les

principales

caractéristiques de certains groupes retrouvés dans

notre culture mixte,

1. Les chrysophycées

De la classe des diatomées ou bacillariophycées, leurs ca=

ractéristiques sont les suivantes :

algues unicellulaires souvent réunies en chaines,
paroi cellulaire composée de substances pectiques :
assocides X la silice,

absence de cellulose,

frustule.composé de deux moitiés ou valves qui s'em-
boitent comme un -plat.de Pétri,’

les valves se prolongent latéralement par des bandes
connectives (pleivres) formant la ceinture,

le cytoplasme est creusé de grandes vacuoles,

les chromatophores, jaunes ou d'un brun doré, contien-
nent de la chlorophylle (a et c) et des caroténoldes
(xantophylles, parmi lesquelles les plus abondantes

sont la fucoxanthine et les caroténes),
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- les produits de synthdse sont des gouttelettes de li-
pides et des grains de volutine (accumulation des _
phosphates & 1'état de polyphosphates),

- production d'amidon inexistante.

La multiplication des algues s'effectue par scissiparité.
Les deux valves s'écartent un peu, une mitose produit deux noyaux,
le protoplasme se divise et la cloison qui se forme se délamine
en deux nouvelles valves, Chaque nouvelle valve est emboitée
par l'ancienne valve qui l'accompagne. Il s'ensuit que les cel-
lules diminuent peu &4 peu de taille au cours des divisions suc=
cessives,

2, Les euglénophycées

Ces organismes unicellulaires, généralement de couleur ver-
te, nagent activement dans l'eau au moyen de flagelles, Ils peu-
vent &8tre sphériques, ou ovoldes, ou piriformes, Leur multipli-
cation se fait par division cellulaire dans le sens de la lon=.
gueur, Les botanistes considdrent ces organismes commes des al-
gues, donc comme - des plantes:; mais les zoologistes sont d'avis
que ce sont des animaux unicellaires, les protozoaires, et ils
les placent dans la classe des flagellates (animaux possédant un

ou plusieurs flagelles).

Les mieux connus des euglénophycées sont les eugldnes, qui
se rencontrent dans les mares d'eau stagnante et quelques fois
dans les aquariums, Ces organismes verts ont souvent la forme
d'un cigare et possddent un seul flagelle & l'avant de la cellu-

le ;3 ils portent aussi une "tache oculaire" rouge, qui semble un
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organe de perception de la lumidre,
3. Les cyanophycées

Ce sont des algues gluantes contenant un pigment bleu (la
phycocyanine) surajouté 4 la chlorophylle et & d'autres pigments.
Le bleu masque les autres teintes et donne A la plupart des espe-
ces une coloration vert-bleue caractéristique.; d'autres couleurs,
cependant, se rencontrent, depuis 1l'orangé jusqu'au noir. Beau-
coup d'esp&ces sont unicellulaires ; les cellules sont trés sim-
ples et ne semblent pas posséder de noyaux définis, D'autres es-
peces forment des colonies ; chez celles-ci, des plantes unicel-
lulaires sont réunies pour constituer des filaments, des lamel-
les ou des boules. Les algues bleues se multiplient uniquement

par voie asexuée,
4, Les chlorophycées

Les algues vertes ou chlorophycées se rencontrent dans les
eaux douces, bien qu'il existe quelques espdces marines., Certai-
nes formes se sont adaptées 4 la vie terrestre, particulidrement
dans des endroits oll le milieu n'est pas trop sec ; elles crois-
sent alors fixées aux mousses, aux rochers, aux arbres ou i mé-
me le sol, Certaines espdces sont unicelluiaires ¢ d'autres for-
ment des colonies ;3 d'autres encore sont pluricellulaires et pro-
duisent des filaments (portant parfois de nombreuses ramifica-
tions) ou de grandes lames minces. Elles se multiplient de di-
verses fagons: par division cellulaire, par fragmentation (rup-

ture en fragments) ou par reproduction sexuée,
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C. Répartition verticale du phytoplancton

L'étude des différentes couches d'eau montre de grandes va-
riations dans la répartition du phytoplancton, ainsi que sa ra-
réfaction dans les couches profondes, Ceci ne saurait surpren-
dre puisque %e plancton végétal doit recevoir une lumidre suffi-
sante pour effectuer sa photosynthise et ne peut se développer

que dans les couches supérieures des océans.

Bien que la répartition en profondeur soit sous la dépendan-
ce de la lumidre nécessaire & la photosynthdse, ce n'est pas dans
les couches superficielles les plus éclairées que se situe géné-
ralement le maximum de densité, mais & un niveau plus bas, i quel-
ques dizaines de metres de profondeur. Deux facteurs intervien-

nent dans ce phénoméne.

- Aux fortes intensités d'éclairement, le taux de pho-
tosynthdse des algues phytoplanctoniques s‘'abaisse

et peut &tre méme sérieusement perturbé.

- Beaucoup d'organismes du phytoplancton, particulid-
rement les diatomées, ne peuveri se déplacer par eux-
méme ou sont peu mobiles., Ils auront tendance A s'
enfoncer dans l'eau, ainsi nous retrouverons les plus
fortes densités en-dessous des niveaux de forte pro-
duction. Le maintien d'une population de phytoplanc-
ton preés de la surface suppose .donc une certaine tur-
bulence de l'eau. Les cellules végétales sont entrai-

nées passivement prés de la surface des eaux.
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D. Composition chimique du phytoplancton

La composition chimique du phytoplancton est le sujet de
plusieurs projets de recherche .. On peut en conclure que la gé-

néralisation serait extrémement difficile et hasardeuse,

L'évaluation de la production primaire donne la production
de matidre organique végétale en carbone., Ce n'est 14 qu'une
premidre information. Cette matidre organique se répartit en _
protéineg, hydrates de carbones et lipides. Ces substances or-
ganiques sont loin d'&tre équivalentes et il n'est pas slr, &
priori, qu'elles se retrouvent de fagon uniforme dans les diffé-

rentes espéces de phytoplancton.
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E. Les cultures d'algues

1. Echantillonnage et isolation du prélévement

Pour fins d‘'étude, nous avions 1l'option d'utiliser des cul-
tures spécifiques d'algues ou des cultures mixtes. Pour repro=
duire le plus fiddlement possible les conditions environnementa-

les du fleuve, nous avons opté pour la culture mixte,

Nous avons donc prélevé un échantillon prds du complexe ther-
monucléaire de Gentilly i l1l'aide d'un filet & phytoplanctons.
Dans un deuxi&me temps, nous avons isolé les phytoplanctons des
solides en suspension et des microves, en les plagant dans un mi-
lieu qui favorise de fagon sélective leur croissance, Nous avons
donc mélangé une solution de nutriments & de 1l'agar chaud que
nous avons ensuite déposé dans des plats de Pétri, L'éta-
pe suivante consiste & ensemencer les plats et A les placer en

présence de gaz carbonique et d'un éclairage favorable.

Apr®s deux semaines, nous avons procédé i une deuxidme pu-
rification en utilisant un microscope pour localiser les phyto-
planctons et pour les transférer sur de nouveaux plats de Pétri,
Apres un laps de temps sensiblement semblable, nous avons ense-
mencé la culture proprement dite (voir figure 3) contenant un
milieu Bristol (voir les tableaux III-IV-V-VI-VII) qui avait été
autockavé., La dernidre opération est effectuée dans une hotte &

rayons U.-V. pour éviter toute contamination de la culture,.

La culture d'algues est réalisée sous une rampe d'éclairage.

Le gaz carbonique nécessaire & la photosynth®se est rendu dispo-
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Figure 3 1 Diagramme schématique d'une culture d'algues.
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nible en faisant barboter de 1l'air, préalablement filtré, dans
le milieu de culture, La figure 3 montre un diagramme schéma-

tisé de la méthode expérimentale relative A la dite culture,.
2, Le milieu de culture

Nous avons utilisé la solution Bristol, elle est aussi con-
nwe sous l'appellation "Bold Basal pH 6.6". Elle est constituée
de cing classes de nutriments qui sont mélangés dans les propor-
tions dictées dans le tableau III. Chacune des classes de nutri-

ments fait ensuite le sujet des tableaux IV, V, VI, VII et VIII.

Tableau III : Bold Basal pH 6.6.

Volume & ajouter

Classe de nutriments Tableau
(ml/1 de milieu)
Macronutriments Iv 60
EDTA \ 1
Fer VI 1
Bore VII 1

Micronutriments VIII 1




Tableau IV ¢ Milieu . de. culture : Macronutriments.

Solution Produit Concentration
chimique (g/%00 ml)
1 - NaNO, 10
2 CaCl,.2H,0 1
3 MgS0,, . 7H,0 3
b K,HPO,, 3
5 KH,PO,, ?
6 NaCl 1

Tableau V : Milieu de culture : Solution EDTA.

Solution Produit Concentration
chimique (g/1)
7 EDTA 50

KOH 31




Tableau VI :
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Milieu de culture : solution

de fer,
Solution Produit Concentration
chimique (g/1)
8 FeS0;.7H,0 4,98
HZSOLI- 1.0

Tableau VII

Milieu de culture : solution

de bore,
Solution Produit Concentratlon
chimique (g/1)
2 H4BO,4 11,42

Tableau VIII

t Milieu de culture 31 micro-
nutriments.

Solution Produit Concentration
chimique (g/1)
10 Zns0y, . 7H, 0 8.82
MnCl, .4H,0 1.44
MOO3 0.71
CuS0Qy.5H,0 1.57

Co(N03)2.6H20 0.49
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3, Identification des différentes espdces dans la culture mixte.

Nous avons identifié quelques espdces de phytoplanctons.
Les photographies qui suivent, ont été prises A partir d'un a-
liquot de 1la culture mixte 2 l'aide d'un microscope. La figure
4 nous donne une vue d'ensemble de la culture, alors que les fi-

gures qui suivent sont plus spécifiques,



Figure 4 :

Culture mixte: vue d'ensemble (500 x).
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A, Melosira granulata

B. Diatoma tenue

var elongatum

Figure 5 :+ Les chrysophycées (1000x),
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Trachelomonas sprilliformis

Figure 6 : Les euglénophycées (1000x).
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A. Oscillatoria sprilliformis

B. Chroococcus dispersus var minor

C. Gomphosphaeria lacustris

Figure 7 1 Les cyanophycées (1000x).



Figure 8

Les

A. Scenedesmus acuminatus

var minor

B. Ankistrodesmus falcatus

var sprilliformis

chlorophycées (1000x),
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A,

Scenedesmus quadricanda

var quadrispina

B. Chlorella vulgaris

C. Scenedesmus armatus

D. Scenedesmus abundans

Figure 9 : Les chlorophycées (1000x).

32



Figure 10

A, Pediastrum duplex

var gracillinum

B. Pediastrum duplex

: Les chlorophycées (1000x).
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P. Détermination du taux de croissance d'une culture d'algues

Les algues ont un processus de division cellulaire sembla-
ble aux organismes microbiens, Le taux de croissance d'une cul-
ture statique ("batch cultures”) confiné 4 volume constant, est
décrit par une courbe de croissance sigmolde. Le cycle de crois-
sance (Monod (1949) (7)) est divisé en phases de croissances

(voir la figure 11) que l'on identifie selon les termes suivants;

1 : phase d'adaptation : la croissance augmente légérement
avec le temps, elle peut-8tre absente ou décroitre dans

certains cas,

2 1 phase exponentielle : le taux de croissance est constant,
la biomasse double & chaque intervalle de temps succes-
sif,

Sy

3 1 phase déclinante : le temps requis pour doubler la bio-
masse augmente.,

L ; phase stationnaire : la biomasse demeure constante, si-
gnifiant que les pertes du catabolisme égale le procé-

dé anabolique.

L'expression mathématique du taux de croissance s'exprime

sous la forme 13

log X, = log x1
R = (1)
t2 ol tl

ot R, + taux de croissance exponentielle



CROISSANCE MICROBIENNE

Figure 11
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: Phases de croissance d'une culture statique

d'organismes microbiens.
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Xl' X, & valeurs numériques de la biomasse au début et

4 la fin de la phase 2 (voir la figure 11)
tl' t2 :+ temps correspondant aux valeurs X1 et X2.

La reproductibilité du taux de croissance d'une culture
d'algues dépend de la stabilité et de la reproductibilité des
conditions externes sous lesquelles le taux est observé et sur-
tout de la composition d’'8ge des cellules individuelles formant

la population,

La croissancé est mesurée directement en analysant la bio-
masse de la cellule, La concentration de plusieurs composants
cellulaires peut &tre utilisée comme mesure de la biomasse ; par
exemple la concentration de carbone, ‘de lipides, de protéines et
de pigments, De ces composants, le pigment chlorophyllien (chlo-

rophylle g) est le plus largement utilisé.
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G. Relation entre le taux de croissance et la concentration

de chlorophylle a

En travaillant sur des populations naturelles, Kobayasi
(1961) (8) a trouvé une corrélation linéaire entre le contenu
en chlorophylle a et le nombre de cellules, Il utilisa & cette
fin 1'équation (1). Il a calculé que la proportion en chloro-
phylle & la matidre s®che d'algue varie suivant les espices
0.6 - 0.8 % dans les diatomés et 0.8 - 1.2 % dans les algues ver-
tes. C'est pourquoi des coefficients de corrélation entre le
taux de croissance (division par jour) et la concentration en
chlorophyllé peuvent varier de 0.75 & 0.97 sur des populations
naturelles tel que rapporté par Peters, Ball et Kevern (1968) (9).
Cependant en utilisant une espdce d'algue, sous des conditions
contrdlées en laboratoire, Eppley et Sloan (1966) (10) ont obte-
nu un coefficient de corrélation.de 0.903. La concentration en
pigment photosynthétique est déterminée en prenant un spectre
d'absorption d'un extrait (solvant étant l'acétone 90 %) de cul=-
ture et en transposant les résultats obtenus dans 1l'équation spec-
trophotométrique de Parsons et Strickland (1963) (11). La figu-
re 12 montre la relation entre le taux de croissance et la con-

centration en chlorophylle a.



38 .

30

T 20 -
o
-
=
p
5 1-0
v
=
O.

o | | |
a4 Q | [ ~ |

1 2 3

LOG 100 ( CHLOROPHYLLE a )

Figure 12 : Taux de croissance de l'espéce Dunaliella tertiolec-

ta, une algue verte, & 20°C.

Source : Eppley et Sloan (1966) (10).
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H. Mesure de la concentration en chlorophylle a

1. Spectrophotométrie d'absorption

Les principes de l'extraction des pigments photosynthéti-
ques en utilisant 1'acétone 90 % et l'analyse spectrophotométri-
que de.cet extrait ont été développés par Richards et Thompson
(1952) (12), Depuis, des modifications ont été apportées par
Parsons et Strickland (1963).(11), (1965) (13) et plus récemment,
Jeffrey et Humphrey (1975) (14) ont suggéré les équations tri-
chromatiques suivantes, lesquelles sont largement employées au-

jourd'hui.

C, = 11.85 Eggy - 1.5% Egyp - 0.08 Egq (2)
Cp = =5.43 Eggy + 21.03 Egy, - 2.66 Egq (3)
CC1+Cz = =1.67 Eggy, = 7460 Egy, + 24.25 Eggq (4)

olt Ca’ Cy et CCl+C2 sont les concentrations respectives des
chlorophylles a, b et ¢, en mg/l.
E correspond 3 la mesure d'absorbance A chacune des trois

longueurs d'onde (664 nm, 647 nm et 630 nm).

Le systime obéit & la loi de Beer-Lambert pour des absor-
bances inférieures &4 0.8, La concentration de chlorophylle (a,
b et c) dans un volume connu de culture liquide est calculée si

les données suivantes sont connues ;

- le volume d'acétone utilisé pour l'extraction en millili-

tres (Va)
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- le volume original de culture filtré en millilitres (Vc)

En utilisant des cellules de 10 millimdtres, on trouve la

concentration de pigment en mg/l &4 1'aide de la relation :

. c.V
c. (mg/1) = —2—2 (5)
A4

(+]

ol Ca est la concentration calculée dans la relation (2)

On pourrait écrire des relations semblables pour les chlo-

rophylles b et c.

Une deuxi®me méthode pour déterminer la concentration en .
chlorophylle a consiste 4 tracer la ligne de base sur le spectre
obtenu, entre les mesures d‘'absorbance 2 550 nm et 750 nm. Cet-
te étape sert & éliminer la lumidre dispersante et ainsi A corri-
ger la mesure d'absorbance pour la chlorophylle. On applique.
ensuite la loi de Beer-Lambert en utilisant les coefficients
d'extinction proposés par Seely et Jensen (1965) (15) pour la

chlorophylle a dans différents solvants.

L 1 -1

(acétone 90%) = 7.66 x 10 1l.mole ~cm

3 chlorophylle a

3 chlorophylle a (diéthyl éther) = 8.51 x 10* 1.mole~lem™?

2. Spectrofluorométrie

L'approche fluorométrique pour l'analyse de la chlorophyl-
le extraite dans 1l'acétone 90 % telle que décrite par Yentsch et
Menzel (1963) (16), puisHolm-Hansen et ses collégues (1965) (17),

représente une méthode beaucoup plus sensible par rapport aux
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méthodes d'absorption. Cette méthode permet de filtrer des volu-
mes de culture plus faibles et elle est plus rapide puisqu'on

travaille & une seule longueur d'cdnde.

L'extrait de chlorophylle est excité & 430 nm, et on obser-
ve un seul pic d'émission de fluorescence entre 660 et 670 nm,
Le fluorimétre est calibré & partir d'un extrait de chlorophyl-
le de concentration connue, laquelle est déterminée par spectro-
photométrie d'absorption (voir la section précédente 4 la page

39).
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CHAPITRE III

DOSAGES
A. Dosage de l'hydrogine sulfuré

1. Méthodes disponibles en phase aqueuse

Dans la présente partie, différentes méthodes sont expliquées

pour doser l'hydrog®ne sulfuré.
a) Méthode absorptiométrique (1,10-phénanthroline)

Publiée par Rahim, Salim et Shereef (1973) (18), cette mé-

+* en rett par 1'

thode est basée sur la réduction & pH 3 du Fe
ion sulfure en présence du 1,10-phénanthroline. Il y a alors
formation du complexe ((C12H8N2)3Fe)++. Les réactions sont les

suivantes:

(1) S™" + Pe™*™* + OH™ == Fe(OH)S
(i) 3 Fe(OH)S + 4 Pet** == 6 rett + Fe(OH)B +38S
© Fe(OH)5 -
3 Fe(OH)S + »2 FeS +-'Fe(OH)3 + S
(i11) 2 ettt & Pes =73 Fett + s
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L'équation globale de la réaction d'oxydo-réduction s'expri-

me sous la forme :

2 Fett 4+ 577 == 2 Fe*t + s

On obtient un complexe orange-rougedtre en présence de 1l'ion
ferreux. Ce complexe absorbe 4 396 rm ainsi qu'i 510 nm. Quant
4 1'ion ferrique, on obtient un complexe jaune qui absorbe lui
aussi & 396 nm. L'absorbance & 396 nm donne la concentration to-
tale en fer tandis que celle & 510 nm correspond 4 la concentra-
tion de 1'ion ferreux ou & la concentration de sulfures que nous

voulons déterminer.

En utilisant un spectrophotomd@tre Unicam SP-1800, on obtient

un graphique de calibration pour des concentrations variant de
0.033 & 100 ppm. La sensibilité de la méthode est de 0.0016

-1
ug.ml ou 1.6 ppb.

b) Electrode 3 ion spécifique
Barica (1973) (19) décrit une méthode simplifiée de stan-

dardisation d'une solution aqueuse de sulfures.

Une électrode au chlorure d'argent est utilisée pour déter-

miner le point de virage dans le titrage de la solution standard
de sulfure de sodium par le nitrate d'argent. La méthode permet

un titrage potentiométrique en moins de 60 secondes.,

Les concentrations en sulfures déterminées par cette métho-

de se situent dans les limites de % 0,024 mg 17! S (Déviation stan-
dard), ou 3 % des valeurs obtenues par standardisation iodométri-

que conventionnelle.

La méthode recommandée par les fabricants d'électrodes, en
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particulier, la firme Orion (1975) (20), now permet des résultats
reproductifs jusqu'i une concentration de 0.1 ppm. On peut abais-
gser la sensibilité jusqu'i 30 ppb en enlevant les métaux lourds
(identifiés comme étant Cu et Cr) de la solution de salicylate

de sodium, qui est le réactif & utiliser, par extraction au di-

thizons.

Pour obtenir une plus grande sensibilité et ainsi détermi-
ner la concentration en sulfures dans les eaux naturelles, on
doit au préalable passer par une étape de préconcentration. Cet-
te étape de préconcentration consiste & précipiter les sulfures
en ZnS, ensuite 4 centrifuger et 4 décanter la solution. On peut
ainsi concentrer la solution par un facteur de 10, Baumann
(1974) (21) affirme obtenir des lectures de sulfures de 1‘'ordre

de 5 - 10 ppb avec une déviation standard relative de 6 - 10 %.

c) Méthode iodométrique ou titrimétrique
La méthoide est basée sur la réaction réversible suivante :
HyS + I, == 2H +2 1 +5

Pour obtenir des résultats satisfaisgnts, la solution sul-=
furée doit &tre diluéde & des concentrations de l'ordre de 0.04 %
ou 0,02 N, On élimine ainsi les pertes d'hydrog®ne sulfuré et

on évite les réactions secondaires,

L'exc®s d'iode est alors titré avec une solution standard

de thiosulfate en présence d'amidon comme indicateur,

2 Na25203 + 12 —» 2 Nal + Nazsuoé
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La sensibilité de la méthode n'est pas trés bonne car pour
doser un échantillon de 1ppm dans de telles conditions, le vo-
lume-doit étre environ de 500 ml, Pour améliorer la sensibili-

té, il faut procéder i une préconcentration.
d) Méthode colorimétrique (bleu de méthyldne)

La méthode est basée sur la réaction du sulfure avec le
N,N-diméthyl-p-phényleénediamine en milieu acide formant ainsi le

bleu de méthylene.

NH2 Z
2 - H,Sy HC1
' - X
(CH,), (CH;), 3 (CH4),

On détermine ensuite la concentration du bleu de méthylé&ne
par spectrophotométrie, La sensibilité d'une telle méthode ne
permet pas d'obtenir des lectures inférieures & 50 ppb et $a pré-

cision est évaluée & 5 ppb.

Comme la limite inférieure de concentration en sulfures uti-
lisée dans nos expériences se situe & 180 ppb, la présente métho-
de est applicable & notre travail. De plus sa reproductihilité,
sa précision et sa rapidité sont des critéres importants qui fa-
vorisent cette méthode. Suite 4 différents essais, nous croyons
que la méthode colorimétrique (bleu de méthyldne) est idéale pour
le dosage des sulfures dissous (le détail du dosage est donné &

la partie 2.b du présent chapitre).
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2. Courbes de calibration en sulfures dissous

a) Détermination de la pureté du sulfure de sodium

Nous avons utilisé a cette fin la méthode titrimétrique (American

Public Health Association (1967) (22)).

Les équipementset les réactifs sont:

- deux cylindres d'aération (barboteurs)

- cylindre -de gaz carbonique

- solution d'acétate de zinc 1 M

- acide sulfurique concentré

- acide chlorhydrique concentré

- solution d'iode 0.025 N standardisée par le thiosulfate
de sodium, utilisant 1'amidon comme indicateur.

- solution de thiosulfate 0.025 N standardisée par le bi-

chromate de potassium.

Deux cylindres d‘'aération sont collectés en série. Le gaz
carbonique est passé dans l'appareil pour enlever 1l'oxygeéne,
Un volume mesuré de 250 ml de la solution de sulfures (NaZS),
d'environ 40 ppm, est introduite dans le premier cylindre, puis
est acidifiée avec 10 ml de HyS0,, concentré. Le deuxi®me cylin-
dre contient 10 ml de la solution d'acétate de zinc diluée & 100
ml avec de l'eau distillée . On fait alors passer le gaz carbo-
nique & travers l'échantillon pendant uneﬁ%%gg d'obtenir une pré-
cipitation compl2te du gulfure de zinc, La solution d'iode 0,025
N est ajoutée en exceés puis acidifiée avec 5 ml de HCl concentré.

On titre ensuite l'excds d'iode avec le thiosulfate 0.025 N en



présence d'amidon,

L8

La standardisation d'une solution de thiosulfate fdt donc

accomplie par titrage d'une quantité précise de bichromate de

potassium et les résultats sont résumés dans le tableau IX. A

1l'aide de cette solution de thiosulfate nous avons ensuite stan-

dardisé une solution d'iode (voir le tableau X).

Tableau IX: Standardisation d'une solution de thiosulfate de so-
dium par le bichromate de potassium,

Poids de Normalité du Volume de Volume de Normalité du
bichromate bichromate bichromate +thiosulfate thiosulfate
Py Ny v, N, = N1V1/V2
(g) (N) (ml) (ml) (N)
1.2391 0.,02527 20,00 20,40 0.0252

Tableau X: Standardisation d'une solution d'iode par le thiosul-

fate de sodium,

Solution de thiosulfate

volume V2 normalité Né
(m1) (N)

Solution d'iode

volume V., normalité N3
(ml) (ml)

21,80 0,0252

25,00 0.0220

Nous avons ensuite utilisé la solution d'iode standardiséa.

Les équations pertinentes A la méthode titrimétrique sont les

suivantes:
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2 x 1000

Equivalent en S~ =

_ (équivalent S™7) x (Poids atom. du S)x 1000

Poids en S~
volume titré de la solution mére en ml

P - _ (poids en S™7) x 100%
% /P en S7° dans Na,S =

poids de Na,S par litre de sol.

ol Ny = normalité de la solution d'iode = 0,0220 N
V3 = volume de la solution d'iode = 50,00 ml
N2 = normalité de la solution de thiosulfate = 0,0252 N
V, = volume titrant de thiosulfate de sodium

Les résultats expérimentaux sont présentés dans le tableau

XI et ils sont suivis d'un exemple de calcul.
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Tableau XI : Dosage des sulfures dissous dans une solution NaZS.

V, Equi, en S7° Poids en S7° Poids Na,S % 5% ST

EE D (10 squi) (@) () (%)
1 31.00 1.594 0.0510 0.2520 20,24
2 33.00 1.341 0.0429 0.2520 17.02
3. 31.00 1.59% 0.0510 0.2452 20.82
5 32.30 1.341 0.0429 0.2452 17.50
5 31.70 1.379 0.0441 0.2452 18.00
6 32.50 1.404 0.0449 0.2505 17 .94
7 33.30 1.303 0.0417 0.2505 16.65
8 33.90 1.227 0.0393 0.2505 15.68

Exemple de calcul pour l'essai # 1.

((0.0220 x 50.,00) - (0.0252 x 31.00))

Equivalent en S~ =
2 x 1000

1.594 x 10‘4 équi,

_ 1.59% x 107 x 32,064 x 107
Poids en S = = 0.0510 g
100

P . E 0.0510 g x 100 %
% /o en S7° dans le Na,S = = 20.24 %
0.2520 g
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b) Dosage des sulfures en solution par la méthode du bleu de

méthyléne,

Comme nous 1l'avons vu précédemment, la méthode est basée
sur la réaction des sulfures avec le N,N-diméthyl-p-phényl&nedi-

amine en milieu acide, formant ainsi le bleu de méthyleéne.

On détermine la concentration du bleu de méthyl&ne par spec-
trophotométrie. On prépare des échantillons de concentration con-
nue en sulfures et on obtient ainsi les courbes de calibration
de 1l'absorbance & 665 nm en fonction de la concentration en sul-
fures (S™7).

Dans une premidre étape, nous avons utilisé 1l'eau distillée
comme solvant afin d'éprouver la méthode., Les résultats expéri-
mentaux sont rapportés & la figure 13. Nous avons utilisé la mé-
thode des moindres carrés pour déterminer la relation linéaire
de la figure 13, L'équation qui représente cette linéarité est

la suivante:
Cg=- = (913 Aggs T 39) ppd (6)

o1 Cg-- est la concentration en sulfures (ppb)
A665 est 1'absorbance du bleu de méthyl&ne formé cor-

respondante A Cg-~

Les figures 14, 15 et 16 réferent aux mémes résultats expé-
rimentaux, mais en utilisant un intervalle différent pour la con-

centration en sulfures.

1+

10) ppb (7)
7) ppdb (8)

Figure 11'" H CS-- (101? A665

(1048 A665

i+

Figure 15 3 CS--
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Figure 14 : Absorbance 3 une longueur d'onde de 665 nm en fonction de la concentra-
tion sulfures dissous. (Intervalle de 0-240 ppb ;3 le solvant étant 1'eau
distillée)
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Figure 16 ; Cg-- = (996 A665 p 5) ppb (9)

Dans un deuxi®me temps, l'eau du robinet qui devait égale-
ment servir dans le montage dynamique fut utilisée comme solvant.
Les résultats expérimentaux sont rapportés a la figure 17 et 1'é-

quation de la droite est:

On réalise que la droite ne. passe pas par l'origine, mais
la pente calculée par la méthode des moindres carrés est sensi-
blement la méme. On constate un déplacement de la droite avec
un intercept sur la partie négative de 1'axe des ordonnées, en
passant par le quatri®me guadran du systdme cartésien. Nous con-
cluons donc & la présence d'une substance dont la concentration se-
rait constante dans 1l'eau du robinet ce qui expliquerait la dis-

parition de 41 ppb en sulfures,

La figure 18 révdle une droite dont 1l'équation est sous. la
forme:

Cq-- = (1085 Aggs + 33,+25) ppd (11)

pour l'intervalle de concentration de 0O h.2402ppb en sulfures,



ABSORBANCE

1:400

1-200 7]

1-000

0-800

0-6007]

0-4007

0-2007

57

T T |
100 200 300 400

I T T | I
500 600 700 800 900

CONCENTRATION EN SULFURES ( ppb )

Figure 17 1+ Absorbance & une longueur d‘'onde de 665 nm en fonction de la concentra-

tion en sulfures dissous,
1'eau du robinei)

(Intervalle de 0-1200 ppb ; le solvant étant

T
1000

l
1100

|
1200



ABSORBANCE

0-280 -

0-2407]

0-200 "

0-160

0-120 7

0-080

0:0407

L ] | 1 T
20 40 60 80 100 120 140 160 180

CONCENTRATION EN SULFURES { ppb )

Figure 18 : Absorbance i une longueur d'onde de 665 nm en fonctionde la concentra-
tion en sulfures dissous.{Intervalle de 0-240 ppb ; le solvant étant
1l'eau du robinet)

T
200

T
220

T
240

A



59

B. Dosage de la chlorophylle a

1, Courbes de calibration pour la chlorophylle a commerciale

(Sigma) en solution dans le diéthyléther,

A partir d'une solution mdre de concentration connue, on
procédait & différentes dilutions. Dans un deuxi®me temps, on
prenait successivement des spectres 'd'absorption & 1l'aide d'un
spectrophotomdtre Pye-Unicam SP 1800 (U.V.-Visible) et les
spectres de fluorescence, & 1l'aide d'un spectrofluorimétre Per-

kin-Elmer MPF-2A.

Les résultats sont ensuite portés sur un graphique. L'in-
tensité relative de fluorescence en fonction de la concentration
en chlorophylle a nous donne une relation linéaire pour des

8 ,A=6

concentrations de l'ordre de 10 --10" M. L'équation de la droi-

te de la figure 19 étant:

log".(Ip / Iy) =1.175 log C + 6,974 (12)

chlorophylle a

Il est & noter que 1l'intensité de fluorescence de la chlo-
rophylle a A différentes concentrations est représentéeparlp
tandis que 1l'intensité de fluorescence de la chlorophylle a dont
la concentration demeure constante (IO'AM) est Io. La mesure de
io est nécessaire pour corriger les fluctuations dans 1l'intensi-
té de la lampe dfirradiation au cours du temps.,

2, Courbes de calibration pour la chlorophylle a provenant d'un

extrait de la culture mixte en solution dans 1l'acétone 30%.

On filtre sous vide un volume mesuré de culture ou d'échan-
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Figure 19 s+ Intensité relative de fluorescence en fonction de la concentration en
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tillon sur membrane Millipore 0,45 mp. Le filtre contenant les
algues est ensuite macéré dans une éprouvette contenant de 1'a-
cétone 90% par un broyeur en téflon., On ajuste ensuite le vo-r
lume pour connaitre le facteur de dilution et on transfert la
solution dans un tube & centrifugation. On centrifuge la dite
solution pendant cinq minutes., Les tubes sont ensuite mis &
1'obscurité pour une période de 10-30 minutes, puis les spectres

d'absorption et de fluorescence sont enregistrés.,

Les résultats sont ensuite portés sur un graphique sembla-
ble & la section précédente. La figure 20 nous présente une re-

8 6

- lation ‘linéaire pour des concentrations de l'ordre de 10 -10 "M,

L'équation de la droite de la figure 20 est donné par la relation:

log (Ip / I,) = 1.140 log C + 6,714 (13)

chlorophylle a

Une suspension de carbonate de magnésium peut &tre ajoutée
avant le broyage pour éviter la dégradation de la chlorophylle
en phaeophytine.

Pour juger de la valadité de la méthode, on compare les é-
quations des figures 19 et 20 obtenues par la méthodes des moin-
dres carrés ;3 les pentes se comparent relativement bien, une in-
certitude de 3.1 % est observée, Quant & 1'incertitude sur 1'in-
tercept des deux équations, elle est de 0.8 %4, A la lumidre de
cette comparaison, nous concluons i la validité ou & la pertinen-

ce de la méthode pour les fins que nous poursuivons.,

Pour faciliter le traitement des données, nous utiliserons

la figure 21, La distinction fondamentale avec la figure 20 est
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d'avoir négligé 1'intensité de référence dans les calculs. On

note 4 la figure 21, une bonne linéarité dans 1l'intervalle de
6

concentration 10'8-10' M ce qui justifie 1'utilisation de cette

figure dans le traitement des mesures expérimentales.,
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CHAPITRE IV

MONTAGE DYNAMIQUE POUR L'ETUDE DE L'EFFET DES SULFURES DISSOUS

SUR LA CROISSANCE DU PHYTOPLANCTON.

A. Le montage

En s'inspirant du montage dynamique réalisé par Colby
et Smith (1967) (23) et en 1l'adaptant % notre étude sur le phyto-
plancton, nous en sommes venus A concevoir'le montage de la fi-

gure 22,

La cellule d'étude (H) est surmontée d'une rampe d'éclaira-
ge (I) et sa température est maintenue constante par une circula-

tion de liquide % 1'aide d'une pompe Haake (J).

Initialement, le montage f{it congu tel qu'illustré & la fi-
gure 22, Apres avoir éprouvé de sérieux probldmes avec les va-"
peurs d'hydrogdne sulfuré, nous avons délaissé le cylindre H,S
(A ) pour nous tourner vers une solution concentrée de Na,S qui

était directement déposée dans le bassin % sulfures (C).

Un réservoir A nutriments concentrés (kK ) déverse avec un
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débit constant, son contenu dans un bassin & nutriments dilués (D)

afin d'obtenir le facteur de dilution désireé.,

Les concentrations de nutriments et de sulfures dissous ache-
minés & la cellule d'étude sont maintenues constantes & l'aide
de débitm2tres (F) et la circulation est effectuée par une pompe

péristaltique (G).

Tout en étant conscient des limites du dit montage, nous en

sommes néanmoins satisfaits.
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B. La cellule d‘étude

En prenant en considération les dimensions du phytoplancton,
ainsi que le nombre restreint d'alternatives pour confiner ces
microorganismes dans un récipient permettant un écoulement con-

tinu, nous avons congu le tube de la figure 23.

La cellule & phytoplancton est constituée d'un tube cylin-

drique de verre, fermée aux deux extrémités par des bouchons de
téflon concentriques, ces bouchons retiennent des membranes Mil-
lipore 0,45 mu., Les tubes reposent,transversalement, & 1'écou-
lement,sur un support de chlorure de polyvinyle déposé dans la

cellule d'étude de la figure 24,

La cellule d'étude est constituée de deux compartiments,
Un compartiment sert &4 1'état de référence alors que le deuxid-
me sert &4 1'étude proprement dite et contient une concentration
constante en sulfures dissous, Un thermorégulateur Haake nous permet de
thermostater la cellule d'étude. Les dimensions de la cellule
d'étude et du cylindré a4 phytoplancton sont données aux figures

23 et 24,
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Figure 23 1 Cylindre A phytoplancton
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C. La calibration du montage

Avant de vérifier si les sulfures ont un effet quelconque
sur le processus de la division cellulaire du phytoplancton, il
nous faut contrdler le maximum de paramdtres susceptibles d'af-

fecter nos essais,

Selon Griffiths (1973) (24), les facteurs influen¢ant la ca-
pacité photosynthétique d'une culture sont principalement la tem-
pérature, 1l'intensité d‘*éclairage, la période d'éclairage et la

concentration en nutriments.

Ces facteurs ayant été pris en considération lors de la con-
ception du montage, il ne nous reste plus qu'a introduire 1'a-

gent polluant dans les proportions désirées,

En manipulant les débitmétres et en ajustant la pompe
péristaltique, on | réussit & obtenir la concentration désirée en
sulfures dissous dans la section expérimentale de la cellule d'é-
tude. Par des vérifications périodiques, on s'assure de la cons-

tance de cette concentration pour la durée de l'essai.
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D. La croissance d'un échantillon de la culture mixte,

Aprds avoir vérifié de fagon spectrophotométrique, la con-
centration d'un aliquot de la culture ; on dilue & la concentra-
tion initiale désirée et on débute l'essai en utilisant six tu-
bes cylindriques & phytoplancton. On en place trois dans la sec-
tion de référence de la cellule d'étude et les trois autres sont

déposés dans la section expérimentale,

Pour. vérifierla croissance dans le temps.de chaque échantil-
lon, on extrait la chlorophylle a & partir de 10 millilitres et
on détermine la concentration a4 des temps précis. L'essai est
considéré comme complet lorsque la phase stationnaire est attein-

te, ce qui requiert une douzaine de jours.,

‘Des essais ont été réalisés A différentes concentrations en
sulfures dissous. Les courbes de croissance des différents es-=
sais font 1l'objet des figures qui suivent. La figure 25 nous
révdle 1l'intensité relative de fluorescence d'un extrait de chlo-
rophylle a en fonction du temps. L'essai de 1a figure 25 fut
réalisé & 1300 ppb en sulfures (S™ ). L'essai de la figure 26
le fut 4 17.040 ppm, alors que celui de la figure2? était & 11.730
ppm. Finalement les essais des figures 28-29-30 étaient réali-

sés respectivement & 6.410 ppm, 680 ppb et 180ppb.

L'analyse des courbes de croissance des échantillons a blanc révéle un
milieu trés réactif qui serait attribuable & la présence d'un ou plusieurs
agents inhibiteurs dans 1'eau du robinet. C'est ainsi qu'au lieu d'obtenir
une croissance exponentielle, Ta population ne fait que doubler si on compare

la phase stationnaire 3 la phase d'adaptation.
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Figure 25 1 Intensité relative de fluorescence d'un extrait de chlorophylle a en
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fonction du temps (cindtique de croissance & 11730 ppb S™°),
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DISCUSSION

Notre cheminement expérimental fut le suivant:

1 ) préparation d'une culture mixte d'algues.

préldvement

purification

montage

identification des esp&ces

2 ) sélection et mise au point des méthodes de calibration.
- estimation de la population d'algues

- dosage des sulfures

3 ) réalisation du montage dynamique.
- paramétres de construction
- assemblage du montage

- calibration du montage

4L ) étude en montage dynamique

- les différents essais
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Dans un premier temps, nous avons donc pfélevé un échantil-
lon prs du complexe thermonucléaire de Gentilly & 1l'aide d'un fi-
let A& phytoplanctons. Nous avons isolé les phytoplanctons des so-
lides en suspension et des microbes en ensemengant des plats de
Pétri contenant une solution de nutriments. Sous un éclairage
adéquat, les algues se sont multipliées et nous avons pu procéder
34 une deuxi®me purification. Aprés deux semaines, nous avons en-
semencé la culture (voir 1la figure'j de la page 22 ) contenant un

milieu Bristol qui avait été autoclavé.

Nous avons ensuite identifié quelques esp2ces de phytoplanc-
tons., Les figures 4 A 10 inclusivement illustrent des photogra-
phies prises A partir d'un aliquot de la culture mixte et ce &

l1'aide d'un microscope. -

En se basant sur les cinétiques de croissance, on se doit
de chojsir une méthode expérimentale simple et surtout reproduc-
tible pour estimer la population de phytoplanctons A4 un temps don-
- né, Parmi les méthodes généralement employées, soit celle du
carbone marqué, celle du dosage de la chlorophylle a , celle du
comptage des cellules, celle de la diffraction lumineuse, nous
croyons que la méthode chlorophyllienne est la plus appropriée
car elle est simple d'utilisation et quantitative dans les valeurs

expérimentales,

Pour juger de la validité de la méthode chlorophyllienne,
nous avons comparé les équations des figures 19 et 20 obtenues
par la méthode des moindres carrés ; une incertitude de 3.1 %

est observée pour les pentes alors que 1l'incertitude sur 1'inter-
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cept des deux équations est de 0.8 %. A la lumidre de cette com-
paraison (culture mixte vs chlorophylle commerciale), nous avons
conclu & la validité de la méthode pour les fins que nous pour=

suivons,

Les méthodes les plus utilisées pour le dosage des sulfures
en solution sont les suivantes:
- absorptiométrique
- colorimétrique (bleu de méthyléne)
- électrode & ion spécifique

- titrimétrique

En considérant les objectifs que nous nous étions fixés, la
méthode colorimétrique au bleu de méthyldne est , idéale., Nous
avons d'abord vérifié sa linéarité et sa reproductibilité en u-=
tilisant 1'eau distillée comme solvant. Apré&s avoir passé-avec
succes la premidre étape, nous avons repris les essais en utili-
sant 1'eau du robinet ; éau que nous devions utiliser dans nos
essais en systime dynamique. Les résultats expérimentaux sont
rapportés & la figure 17 de la page 57 et 1l'équation de la droi-

te est'la suivante:

On réalise que la droite obtenue par la méthode des moindres
carrés ne suit pas la loi de Beer-Lambert, en ce sens qu'elle ne
passe pas par l'origine., La pente calculée est sensiblement la
méme que celle obtenue avec de l'eau distillée mais on constate
un déplacement de la droite avec un intercept sur la partie né-

gative de 1'axe des ordonnées en passant par le quatridme qua-
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dran du syst®me cartésien. Nous supposons qu'il existe dans 1'eau
du robinet une substance qui réagit avec le sulfure. La concentration de cette

substance serait constante ce qui expliquerait la disparition de 41 ppb en sulfures.

Comme la limite inférieure de concentration en sulfures u-
tilisée dans nos expériences se situe 4 180 ppb, la présente

méthode est applicable & notre travail,

La troisid®me étape de notre travail expérimental consistait
4 réaliser un montage dynamique. Les paramdtres et facteurs que
nous avons considéréslors de la conception sont les suivants:
- taille du phytoplancton
- oxydation possible des sulfures si le temps de réten-
tion de la cellule d'étude est trop grand.
- constance de la concentration en sulfures
- constance de la concentration de nutriments
- matériaux inertes
- éclairage (intensité de la lumiére & la surface de 1'eau: 150mW/cm2)
- température (20.0 + 0.5 °C)
- dimensions globales du montage qui nous permettraient

de 1'insérer dans une hotte.

En s'inspirant du montage dynamique réalisé par Colby et
Smith (1967) (23) et en 1'adaptant 4 notre étude sur le phyto-

plancton, nous avons congu le montage de la figure 22 (voir page

68).

Avant de vérifier si les sulfures ont un effet quelconque
sur le processus de division cellulaire du phytoplancton, il nous

faut contrdler le maximum de paramdtres susceptibles d'affecter
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nos essais,

Selon Griffiths (1973) (24), les facteurs influengant la ca-
pacité photosynthétique d'une culture sont brincipalement la tem-
pérature, l'intensité d'éclairage, la période d'éclairage et la
concentration en nutriments. Ces facteurs ayant été pris en con-
sidération lors de la conception du montage(voir p. 21, 23, 84);.11 ne
nous vrestait plus qu'ad introduire 1'agent polluant dans les proportions dési-
rées. En manipulant Tes débitmétrés et en ajustant la pompe péristal-
tique, on réussit & obtenir la conéentﬁation désirée en sulfures dissous
dans la section expérimentale de la cellule d'étude. Par des vérifica-

tions périodiques, on s'assure de la . constance de cette concentration

pour la durée de 1'essai.

Aprds avoir vérifié de fagon spectrophotométrique la con-
centration d'un aliquot de la culture ; on dilue & la concentra-
tion initiale désirée et on débute l'essai. Pour vérifier la
croissance dans le temps de chaque échantillon, on extrait la
chlorophylle a & partir de 10 millilitres et on détermine la con-
centration & des temps précis. L'essai est considéré comme com-
plet lorsque la phase stationnaire est atteinte, ce qui requiert

une douzaine de jours.,

En nous reportant & la figure 11 de la page 35 qui relate
les différentes phases de croissance d‘'une culture statique, il
y a trois zones qui sont susceptibles de nous fournir une corré-
lation, en 1l'occurence:
-1 ) la phase d'adaptation, par sa durée.
2 ) la phase exponentielle, par son taux de croissance,

3 ) la phase stationnaire, par sa population maximale.
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Afin d'avoir une certaine reproductibilité, nous allons sé-
lectionner la zone apprOpriée en utilisant les essais & blanc.
Les informations que nous pouvons tirer de la figure 31 sont les
suivantes:

1 ) absence de la zone d'adaptation lors de certains essais.

2 ) le temps de stabilisation des échantillons est reproduc-

tible et il est d'environ huit (8) jours.

3 ) bonne reproductibilité de la zone stationnaire dans tous

les essais % blanc. L'écart maximum est de 5.1 % par

rapport 4 la valeur moyenne des six (6) essais.

Nous sommes obligés de rejeter la zone d'adaptation car sa
reproductibilité est peu satisfaisante. Etant donné que le taux
de croissance est relié & cette méme zone d'adaptation, nous som-
mes également tenus de rejeter la zone de croissance exponentiel=-
le car 1l'incertitude d'une telle corrélation devient beaucoup trop
grande. La reproductibilité quant & la zone stationnaire chez
les essais & blanc nous porte & croire qu'il y a effectivement
effet di A la présence de 1'hydrogetne sulfuré, la corrélation en-
tre les différents essais de concentrations différentes nous se-

ra fournie par cette zone.

Selon O'Brien (1972) (25), les .plantes répondent suivant
deux types de croissance lors d'une variation de la concentration
d'un facteur relié & la croissance (voir la figure 32). Le type
1 nous démontre un changement dans la densité finale (zone sta-
tionnaire) de la culture tandis que le type 2 s'attarde A4 une va-

riation du taux de croissance.

Selon la figure 32, en augmentant la concentration du fac-
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teur influencant la croissance du phytoplancton.(A<B<(C), nous
facilitons d'autant la croissance en fonction du temps. Nous
pourrions, par exemple observer un de ces deux types de croissan-

ce en faisant varier la concentration en azote.

Dans notre cas, nous sommes en présence d'unhe. cinétique de
croissance de "type I “". Toutefois, l'effet d'une augmentation
de concentration du polluant est de diminuer les possibilités de

reproduction du phytoplancton. . Nous parlerons donc d'inhibition.

La reproductibilité quant & la zone stationnaire chez les
essais & blanc nous porte 4 croire qu'il y a effectivement effet
dl 4 la présence de 1l'hydrogéne sulfuré. La corrélation entre-
les essais de différentes concentrations nous sera fournie par cet-

te zone.

Tableau XII : Compilation des intensités moyennes

de fluorescence des différents essais
pour la phase stationnaire.,

CS-- log Ip ID

Figure a _
(ppm) sulfure blanc sulfure blanc

25 1.300 1.360 1.536 22,91 34,40
26 17.040 1.090 1.59%4 12,30  39.30
27 11.730 1.240 1.495 17.38  31.25

28 6.410 1,319 1.510 20.84  31.40
29 0,680 1.365 1.540 23.19 34,70
30 0.180 1.534 1.629 34,20 42,60

En effectuant la moyenne de tous les essais & blanc, nous

obtenons en absence de sulfure une valeur de Ip = 35,61,
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La figure 33 révele qu'il y a effectivement corrélation entre
le Tog. de 1'intensité moyenne de fluorescence du plateau stationnaire
et la concentration en sulfures. Les valeurs proviennent du

tableau XII qui donne les résultats des différents essais.,

Tableau XIII: Compilation des pourcentages d'inhibition calculés
pour la population finale de chaque essai.

Figure S 'p Pourcentage d*inhibition”
. (ppm) (intensité relative)

_ 0 35.61 -

30 0.180 34,20 3.96

29 0.680 23,19 34,87

25 1,300 22,91 35.66

28 6.400 20.84 41,48

27 11.730 17.38 51.19

26 17.040 12,30 65.46

* Le pourcentage d'inhibition est calculé & partir de la rela-

tions % d*'inhibition = (1-(I /I )) x 100 %

p sulfures p blanc

N.B. Les résultats de ce calcul sont dans le tableau XIII et
font l'objet de la figure 34.
A la lumidre des résultats obtenus, nous pouvons affirmer
hors de tous doutes que la présence: de sulfures en solution a
une action inhibitrice sur la croissance du phytoplancton et ce

méme 4 trds faibles concentrations.

Les causes possibles d'un tel effet inhibiteur se résument
ainsi,
- contact direct avec un composé ou ion inhibiteur
- interaction entre le contaminant et le milieu ; ayant
pour résultat 1l'élimination ou la réduction en concen-

tration d'un composé essentiel
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- adsorption d'un composé ou ion 4 la surface du planc-

ton.

La corrélation démontrée par les figures 33 et 34 nous porte 3

conclure & un effet marqué méme aux faibles concentrations en sulfures.

En utilisant la phase stationnaire de la courbe de croissan-
ce, nous nous basons sur la théorie de 1l'espace vital qui délimi-
te le nombre maximum d‘*individus acceptables éans mettre en pé-
ril la sufvie de la collectivité et ce pour un environnement et

des conditions données.

L'effet de la présence des sulfures, tel que nous le perce-
vons, est d'abaisser ou d'inhiber la capacité de reproduction .
que posséde.le phytoplancton et ce en ajoutant aux contraintes
dé ja existantes. Une concentration supérieure en sulfures cor-

respondrait A4 une quantité additionnelle. de contraintes.

En admettant que la multiplication d4'organismes microbiens
est exponentielle, pour chaque génération nouvelle d4'individus
astreinte & ne pas voir le jour ; l'effet de telles contraintes

ne peut é&tre que logarithmique.

La figure 33 nous permet d'affirmer que la relation est ef-
fectivement logarithmique entre 1'intensité moyenne de fluores-

cence du plateau stationnaire et la concentration en sulfures.

Une dernidre compilation utilisant la population finale de
chaque essai par comparaison A celle des essais i blanc, nous
permet de calculer le pourcentage d'inhibition en fonction de 1la

concentration en sulfures (voir 1la figure 34).
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Selon le rapport préliminaire de Canatom (1974) (3), les
effluents de 1l'usine d'eau lourde La Prade contiendront 300 ppb
en sulfures. La figure 34 prédit une inhibition de 10 % & cette
concentration et aux conditions mentionnées aux pages 84 et 85. Adelman
(1970) {4) a noté des problémes majeurs pour Tes poissons-a des concentrations

beaucoup ptus faibles que 300 ppb.

Toujours dans le méme rapport, Canatom affirme "la turbulen-
ce normale_du fleuve permettra une dilution efficace.,..” (tra-
duction). Si le calcul fut effectué en fonction du débit total
du fleuve St-Laurent, nous acceptons avec certaines réserves 1'
argumentation soulevée, Par contre, si les effluents sont déver-
sés dans une région ol on ne peut compter que sur 20 % du débit
total, la dilution (qui est un moyen de traitement tre@s discuta-
ble) ne se fera pas aussi rapidement que souhaitable pour la fau-

ne et la flore aquatique.

Il est encore trop tdt pour jauger 1l'importance de notre re-
cherche, Néanmoins la guerre d'usure entre les industriels et
les environnementalistes se poursuit et nous avons le sentiment

d'avoir marqué un point.

~

Nous nous devons d'encourager 1'amorce de projets qui éclair-
ciraient les questions soulevées par notre étude., Dans la méme
ligne de pensée, il serait essentiel de vérifier 1'importance des
différentes espdces planctoniques en fonction des saisons et en-
suite d'effectuer des études face & différents polluants indus=
triels des espices prépondérantes. Il y aurait également lieu

S

de vérifier le taux de toxicité & ces différents polluants, de
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toute la faune aquatique du fleuve St-Laurent.

En terminant, qu'il me soit permis de traduire le plus exac-
tement possible une pensée d'un musicien moderne dont le nom est
Klaus Schulze, alors qu‘'il s'interrogeait sur sa musique; “Selon
moi, la musique est la peinture de fond 4 une projection mentale;
l'interprétation exacte doit venir de 1l'auditeur, car il doit y

ajouter une signification.,”

Amicalement votre,

Mario Lupien

- Avril 1978
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