P X "le \\\\

Lycee General et Technolo ,)(]\

Efficacité d'une lagune dans
I’élimination de polluants chimiques :
cas des nitrates et des phosphates.

> 7

N AN V 74

e ' ATAVA A ATAVAN AW SAWAN
A £ (5 InOT

MUR Joanna
ORTEGA Danaélle

SOLBET Cassandre
TAOUIL Lisa
15 STL (sciences et techniques de laboratoire) Promotion
Option “Biotechnologie” 2017/2018

LYCEE JAY DE BEAUFORT
9 rue de Turenne
BP 7083
24000 PERIGUEUX CEDEX



I 1) g Yo [ Tt f o o O 3

2. NOTIE ProBIEMATIGUE.....cceeieee ettt ettt e e e ettt e e e e etb e e e e ebreeeeeteeeeeeassaeaesassaeeeeassanaeanes 3
2 O T o o T Y 1 =T 1 L 1) S 3
2.2. LS i0NS PhOSPRALES PO,Z(6) ...euveeeeieieeeieeeeeeee et eeee et s s es st s e ss e ses s sesaseesenesens 4

I I e [ oo 1 | 4 RPN 5

4. Les techniques de dOSage EMPIOYEES ......c.uviii it e e s e e e s sabae e e ssaraeee s 6
4.1 Photométrie d’absorption et dosages spectrophotometriques :........cceecvveeiivcieeecrciiee e 6

4.1.1 La |0i de BEEr LAMBEIt ..c..eieiieeeeete ettt s e e 6
A D Lo LY Vol o [T a1 A - | =TSSP 7
R D Lo LY Vo {c W o [T o] g Lo 1Y o] o T 1 YRR 7
4.2 Mesure de [a charge MiCrobDiENNE........coocviii i et eeree e s e 7
4.3 Présentation des rESUITAtS . .......cocuiiiieeee et st sttt e ae e s s e 7

D RESUITALS ..ttt ettt ettt e bt e s bt sa e st e et e e bt e e bt e sheesae e et e et e e beenbeeeneas 8

5.1, Cas dES I0NS NITIATES...c.ueitiiiiiiiieeteet ettt sttt et e bt e s bt e saeesabe e b e e sbeenbeesnees 8
5.1.1. Préparation des €chantillons..........coouiiii ittt e e et e e e rae e e e eans 8
5.1.2 Courbe d’étalonnage du spectrophotometre (GENESIS 10S UV-VIS)......cccocvvveeeiirveeeecnnnnn. 10
5.1.3 Détermination de la teneur en nitrate dans les échantillons d’eau des bacs...............c....... 11

I 0 1o [T o] g T 1Y o] a1 =TSSR 12
5.2.1. Préparation de 1a solution €talon de P.......c..eeeiiiie it 12

5.2.2 Dosage des phosphates (méthode de Misson): Courbe d'étalonnage du

o TTota feY o] aTe] {e] o T=1 i ¢ IR SRS 13
5.2.3 Détermination de la teneur en phosphate dans nos différents échantillons d’eau............. 14

5.3. Evolution de la biomasse DaCterienne ........cocueecieiiiiieniieeeceee e 16
5.4 Relation biomasse et NItrates.......cceeviiriiriiriee e e 17
5.4.1. Cas AU DAC 2. . e st st ae e 18
5.4.2Cas dUbDaC 3.t 19

6. DISCUSSION @S MESUITATS ...eeveeiiiiiiiieetieett ettt st r et e sme e sae e enreeneens 19
28 o T3 ol (1] o T o USRS 20
QUE NOUS @ APPOILE CE PrOJEE 2..nneiiiieeeciiieeecie e e ettt e eecte e e e e sreeeeeeteeeeeetsaeeeesstseeessasaeeesssaeeesansaesesansreeens 20
271 o1 [To == o] o LSRR 20
ANNEXE 1 : FICHE TECHNIQUE DU DOSAGE DES NITRATES .....eeeeeeee ettt 21
ANNEXE 2 : FICHE TECHNIQUE DU DOSAGE DU PHOSPHORE DANS UNE EAU......ccoociiiieeeeeeeeeeeee, 23
ANNEXE 3 : FICHE TECHNIQUE POUR LA MESURE DE LA BIOMASSE ...ttt 24



1. Introduction

Toutes consommations confondues (personnelle, agricole et industrielle), annuellement un terrien
nécessite 730 000 litres d'eau, soit 2000 litres par jour (1).

Leau potable, denrée indispensable a la vie, est de plus en plus rare. L'eau est polluée par les
nombreuses activités humaines. Chaque jour I'humanité pollue deux milliards de m® d’eau qui sont
rejetés dans les rivieres et les mers, soit plus de 730 milliards de m* d'eau usée par an (2).

Les stations d'épuration traitent des eaux usées, mais certains pays sont peu ou non équipés ou ont
des stations d'épuration de capacité insuffisante (pays d'Asie, ...). De ce fait, les eaux usées et les
matiéres solides qu’elles contiennent sont rejetées directement dans les rivieres et les fleuves (3).

L'eau polluée constitue un facteur dangereux pour de nombreuses espéces terrestres et aquatiques
dépendantes de cette eau. Cette pollution met en danger les écosystémes ainsi que notre propre santé.
Méme si nous ne buvons pas directement ces eaux, celles-ci contaminent les sols et les nappes
phréatiques. Ces eaux polluées posent donc des problémes sanitaires; elles sont a l'origine de
nombreuses pathologies hydriques (4):

e pathologies bactériennes :

o choléra, (Vibrio cholerae)

o diarrhées (Escherichia coli, Shigella sp, ...)

o fievre typhoide (Salmonella Typhi) et paratyphoide (Salmonella Paratyphi), ...
e pathologies parasitaires :

o schistosomiases (Schistosoma), ...
e pathologies dues a la présence de toxiques biologiques :

o toxines cyanobactériennes produites par diverses especes de cyanobactéries, ...
e pathologies dues a la présence de composés chimiques :

o méthémoglobinémie (due a un exces de nitrate),

o métaux lourds (mercure, ...), ...

2. Notre problématique

Dans cette étude nous nous intéresserons a deux polluants chimiques facilement analysables par
nous méme dans les laboratoires de notre lycée : il s’agit des ions nitrate et des ions phosphate. Ces
deux ions présentent un réel danger pour I'environnement lorsqu’ils sont présents en trop grande
quantité: eutrophisation des eaux, ... .
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2.1. Les ions nitrates NOs™ (5)
L’azote rejeté d’une habitation se trouve rapidement dans le réseau sous ses deux formes réduites :
- organique, fonction amine des acides aminés (-NH,), urée (NH,CONH,) :

- ammoniacale (NH; et NH,").



Des apports de formes oxydées de I'azote, particulierement de nitrates, peuvent exceptionnellement
étre observés lors des épisodes pluvieux, ou lorsque des eaux parasites riches en nitrates s’infiltrent
dans le réseau.

Les quantités d’azote rejetées sont estimées en d’équivalent-habitant en azote (EqH,). Cette valeur
se situe entre 12 et 15 g N réduit/jour selon la taille de I'agglomération (5).

Lors du traitement des eaux usées, une certaine proportion de I'azote se retrouve sous forme
oxydée : NOs. Il doit étre en partie éliminé avant la réintroduction de l'eau traitée dans le réseau
naturel. Cette élimination fait intervenir divers processus :

- Dénitratation puis dénitratation avec libération de N, par les bactéries du cycle de I'azote ;

- Captation des nitrates par les végétaux d’une lagune.

2.2. Les ions phosphates PO,>(6)
Dans les eaux usées, |'origine des phosphates est multiple. Il provient :
- du métabolisme humain : un homme excréte entre 1 et 2 grammes de P par jour ;
- des produits lessiviels et de nettoyage : 1 a 2 grammes de P par jour et par habitation ;

- des rejets industriels : les effluents d’industries agro-alimentaires, d’abattoirs, de laveries
industrielles, d’'industries de traitement de surface et d’industries chimiques spécialisées ;

- les rejets agricoles ou d’origine naturelle sont retenus dans les sols. lls ne se retrouvent pas dans les
eaux usées. Mais les eaux de surface, issues de I'érosion et du ruissellement lors des pluies, entrainent
des particules de ces sols dans les cours d’eau.

L’élément P, a travers les ions phosphates, est responsable de I'eutrophisation® des rivieres, lacs et
réservoirs. C'est un probléme majeur en France et en Europe.

Cette eutrophisation a des conséquences néfastes sur I'écosystéme qui se déséquilibre :

- prolifération des microalgues (cyanobactéries, ...) entrainant une augmentation de la turbidité
de I'eau. Il y a moins de lumiére qui pénéetre, les végétaux meurent et pourrissent. Cette destruction se
traduit par la surconsommation de dioxygéne, donc un appauvrissement rapide du taux de dioxygene
dissous dans I'eau, entrainant de facto I'asphyxie des poissons.

- production d’odeurs nauséabondes et parfois de gaz toxiques (H,S, ...),

- production des composés toxiques qui peuvent étre a I'origine d’intoxications animales (7),
voire humaines.

Cette pollution nuit a la qualité des ces eaux de surface ce qui en limite leur utilisation : production
d’eau potable, loisirs (péche, baignade, sport nautique, lacher d’eau), activités industrielles (transport,
production d’énergie électrique).

Dans la croissance des végétaux (algues en particulier), I'’élément P est un facteur limitant. La
réduction de la charge en P dans I'eau réduira I’eutrophisation de celle-ci.

Notre problématique est la suivante :

Est-ce qu’une lagune a macrophytes endémiques peut éliminer de fagon significative ces deux
polluants : nitrates et phosphates. Est-ce que cette élimination est due aux bactéries, aux plantes ou
aux deux ?

1 L’eutrophisation est due a un enrichissement en nutriments (azotés et phosphorés en particulier) conduisant a un
développement excessif d’algues.



Pourquoi des plantes endémiques :

De part le passé, des plantes exotiques (dans le sens non endémique) se sont révélées étre des plantes
invasives lorsque 'Homme les a importées (Elodée du Canada, Caulerpa taxifolia...) a des fins autres
(aquariophilie par exemple). Nous souhaitons donc éviter ce type de désagrément.

3. Le dispositif

Le dispositif, présenté dans le document 1, permet de tester une eau polluée par nos soins, en bacs,
dans différentes conditions :

- eau polluée,

- eau polluée + plantes (cresson, menthe aquatique, roseaux ...),

- eau polluée + plantes + désinfectant. Le désinfectant (cachet pour stériliser les biberons a
froid) permettra de réduire la charge microbienne dans I’eau au départ.

L’eau polluée a été préparée de la facon suivante : ¥
- nitrate de sodium 2g 2
- dihydrogénophosphate de potassium 2g
- H,O du robinet gsp 1 dm?

Nous avons préparé 15 dm?® de cette eau.

Dans ces bacs, nous suivrons régulierement I’évolution : i A

- de la teneur en ions phosphate et nitrate par des techniques
d’analyses spectrophotométriques.
- de la charge microbienne
Grace a I'ensemble des résultats nous espérons mettre en évidence:
- l'efficacité d’une lagune a éliminer ces deux polluants chimiques ;
- lerole des microrganismes dans cette dépollution.

Document 1 : schéma du dispositif
BAC n°1(=Témoin) BAC n°2 BACNn°3

\ / \ ¢ /
\*g\ / 3

eau polluée eau polluée + plantes eau polluée + plantes
\ + désinfectant

|

Dosages spectrophotométriques des polluants : NO5 et PO,*
Mesure de la charge microbienne




Les plantes proviennent d’un bassin naturel personnel. A partir du bloc de végétation initial fourni,
nous avons réalisé deux blocs identiques en taille pour” végétaliser’”’ les bacs 2 et 3. Ces blocs de
végétation apportant leur propre volume d’eau dans I'essai, ils géneérent donc une dilution de I'eau
polluée de ces bacs. De ce fait, nous avons attendu 4 heures avant de réaliser le 1°" prélévement. Ce
délai permet au milieu aquatique de s’équilibrer sur le plan ionique mais aussi de laisser le temps au

désinfectant du bac 3 d’agir sur la population microbienne.

Ces bacs ont été placés dans un laboratoire
- trés peu chauffé : la température de la piece a cette période reste inférieure a 16°C;
- exposé en facade nord, donc peu ensoleillé en année normale et compte tenu de la
météorologie particuliere de novembre et décembre 2017 pas du tout ensoleillée cette année.

4. Les techniques de dosage employées

4.1 Photométrie d’absorption et dosages spectrophotométriques :

4.1.1 La loi de Beer Lambert
Lorsqu'un faisceau de lumiére monochromatique traverse une solution contenue dans une cuve
transparente, a une longueur d'onde donnée, plusieurs cas peuvent se présenter :
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Le flux de photons sortant est
égal au flux entrant : la
solution est transparente.

Le flux de photons entrant est
totalement absorbé par les espéces
chimiques de la solution : la solution
est opaque.

Le flux de photons sortant est
atténué, une partie de la lumieére a
été absorbée par les especes
chimiques de la solution: La
solution est absorbante.

L2 Flux incident

- — =
N ¢

Source de lumiére 0

monochromatique

de longueur d'onde
connue cuve

Flux transmit

L'absorbance (A) d’'une solution mesure la
capacité d'un milieu a absorber la lumiére qui le
traverse. L'absorbance se calcule selon la formule

&
unité.

Solution absorbante

. [
suivant: A = logq, ¢—°, ¢’ est un nombre sans
i




La loi de Beer-Lambert établit une relation entre I’absorbance et la concentration de la substance.

L'absorbance (A) d’'une substance absorbante en solution est proportionnelle a I'épaisseur de la solution
traversée (l) et a la concentration (c) de la solution.

- I : longueur du trajet optique (souvent I'épaisseur de la cuve) : unité cm ;

- C(x :solution analysée) : CONCentration molaire du composé dosé x dans la solution analysée :

unité mol.L™
A=gxlxc —_—

- € : coefficient d’extinction molaire. C’est une constante qui dépend de la substance x,
de la longueur d’onde A et de la température. Son unité est L.mol™*.cm™.

Par conséquent : la courbe présentant A = f(c) est une droite passant par l'origine. Elle établit la
proportionnalité entre I'absorbance et la concentration.

A=f(c)
Cette loi est valable seulement : & >
. . &
e pour des faibles concentrations de la 5 °
substance absorbante, au-dela d’une g 4 .
certaine valeur de c la courbe s’infléchit _E 3
et il n’y a plus de proportionnalité entre A 2
o 2 -
etc;
1 - Domaine de linéarité
e enlumiére monochromatique. 0« T - - - T - T
a 1 2 3 4 5 5] 7

concentration molaire

4.1.2 Dosage des nitrates

Nous avons utilisé le kit de dosage suivant commercialisé par LIBIOS: NITRATES / NITRITES ASSAY KIT
(méthode enzymatique /colorimétrique) Référence : NITRATES-100C (version : 072013-7)

La fiche technique est présentée en annexe 1

4.1.3 Dosage des phosphates

Nous avons utilisé la technique colorimétrique de Misson. La fiche technique est présentée en annexe 2

4.2 Mesure de la charge microbienne

Apres des dilutions décimales de I'échantillon, la biomasse bactérienne est évaluée sur une prise d’essai
de chacune de ces dilutions comme cela est précisé dans la fiche technique présentée en annexe 3.

4.3 Présentation des résultats
Les divers résultats obtenus sont enregistrés sur un tableur/grapheur. Il nous permet :
- de présenter les résultats ;
- de faire les calculs intermédiaires ;
- vérifier la qualité de notre travail ;

- de tracer les différentes courbes obtenues pour en faire les analyses.



5. Résultats
5.1. Cas des ions nitrates

5.1.1. Préparation des échantillons

Le kit de dosage utilisé précise que la limite de linéarité de la loi de Beer-Lambert s’obtient pour une
concentrations de masse P(nitrate:échantillon) < 44 PPM. Soit 44 ug de nitrate pour 1gou 1 cm® d’eau.

Dans notre travail, 'eau a été polluée par du nitrate de sodium NaNO; pur et anhydre pour une
concentration massique P(nano,;eau polluée) = 2g.L71. Il faut déterminer la concentration massique en
nitrate dans cette eau: Pnos;eau poliuée) €N g.L'. Puis, déterminer la dilution a appliquer aux
échantillons d’eau polluée pour que ceux-ci présentent une concentration massique en nitrate inférieure
a la limite précisée dans le kit de dosage employé.

5.1.1.1. Calcul de la concentration massique en nitrate de I'eau polluée

a) déterminer la concentration molaire en NaNO; dans I'eau polluée ¢(yano,;eau poliuée)

P(NaNOz:eau polluée)

c
(NaNO3;eau polluée)=
M(NaNO3)

b) déterminer la concentration molaire en ion nitrate dans I'eau polluée

Selon I'équation de dissolution du nitrate de sodium dans l'eau :

H,0
NaNO; — Na* + NO3

Nous constatons que dans I'eau, une mole de NaNO; donne une mole de NO; alors nous pouvons
affirmer que

C(NaN03;eau polluée)= C(NO;;eau polluée)

¢ ) déterminer la concentration de masse de nitrate dans I'eau polluée pno;;eau poliuée)

p(NO{;eau polluée) = C(NO3_;eau polluée) X M(NO3_)

Par combinaison de (a), (b), (c) on obtient :

p(NaNO3;eau polluée)

Equation aux grandeurs P(NO7;eau polluée) = M( ) XM (NO3)
NaNO3
g L g
Equation aux unités [—] =|L1-x—
q L 4" mol
mol
. 2
Equation aux valeurs P(NOS;eau polluée) = ac X 62 =1,46

Donnée : M(yano,) = 85 g.mol™", My = 62 g.mol™?,

Donc la concentration massique en ions nitrate de I'eau polluée est de 1,46g.L™.



5.1.1.2 Calcul de la valeur de la dilution : D a appliquer aux échantillons

Les données du probléme sont les suivantes

P(NO3 ;eau polluée diluée) <44 ng. cm™3 P(NO3 ;eau polluée) = 1,46 g. L™t = 1,46. 103}19- cm™3

La dilution se définit de la fagon suivante :

. _ p(NO;;eau polluée diluée)
Equation aux grandeurs D=

p(NO_;;eau polluée)

ng
Equation aux unités [1] = CL@"%
cm3
Equati I D i 0.030 !
uation aux valeurs =—_=0.030=
1 1,46.103 33,2

La dilution a réaliser pour chacun des échantillons est de 1/33,2, valeur difficile a obtenir. Nous avons
choisi de diluer les échantillons au 1/50 sous un volume final V(echantilion eau polluce diluse) = 1 CM”.

Quel est le volume Vgchantilion eau poliue) @ Prélever et quel est le volume de diluant V gjjyany utilisé ?

D = V(échantillon eau polluée)

donc
Equation aux qrandeurs V(échantillon eau polluée diluée)

V(échantillon eau pollué) = D x V(échantillon eau polluée diluée)

Equation aux unités

[em3] = [1 x cm3]

Equation aux valeurs

V(échantillon eau polluée) = % x1=0,02

Pour réaliser cette dilution au 1/50 des échantillons d’eau
eau Echantilion X , .
distilléo polluée ; il faut :

- prélever 0,02cm? ou 20mm? de chacun des échantillons
980mm3 20memd

- ajouter 980mm? de diluant (eau distillée) pour obtenir un
volume final de 1000mm? ou 1cm?>.

Ech x/50



5.1.2 Courbe d’étalonnage du spectrophotomeétre (GENESIS 10S UV-VIS)

A partir de I'étalon de dosage fournit dans le kit, nous avons réalisé la gamme d’étalonnage : les
concentrations massiques obtenues pyoz;sotution étalon) €N pg.mL™ dans chacun des tubes sont
présentées dans le tableau 1.

Le blanc réactif a été réalisé en remplagant la solution étalon par de I'eau distillée.
La gamme d’étalonnage réalisée a été lue contre le blanc a la longueur d’'onde de 540nm.

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 1 :

Tableau 1 : Variation de I'absorbance a 540nm pour
les solutions étalons utilisées

b P(NO03 ;solution étalon) Absorbance
en pg.mL* mesurée a 540nm
Blanc 0 0
2,2 0,043
2 4,4 0,082 Tableau 2 : caractéristique de la
3 11 0,212 courbe d’étalonnage obtenue
4 22 0,425 Pente delacourbe 10,0184 _ |
5 33 0,619 pfd_oprlé_e_é_l'9r_ig_in_e_:_0,_09§7_ ]
6 44 0,8 Coef. de corrélation | 0,9995
Graphe 1 : Etalonnage du spectrophotomeétre
. 08 3 Dosage des nitrates .
c
o
S /
w 06 g
[}
b
£ /
3 04
€
]
c
B 0,2 s @---Absorbance-mesurée-a-540nm -
_cg ——Linéaire (Absorbance mesurée a 540nm)
<
O L] L] L] L] L] L] L] :I
0 5 10 15 20 30 35 40 45

p(NO;;solution étalon) en pg.cm3

L'analyse des données calculées du tableau 2 et du graphe 1 montre que :

- le coefficient de corrélation est trés proche de 1, par conséquent les points obtenus sont bien
alignés. Ce dosage demande de réaliser au total 6 pipetages nous avons travaillé correctement ;

- nous avons obtenu une droite : la loi de Beer Lambert est vérifiée dans le domaine [0 ; 44] pg

de nitrate par cm® d’eau analysée ;

- I'équation du dosage est donc : A = 0,0184. pyo5;échantitiony T 0,0057 ou :

- A est I'absorbance de I'échantillon d’eau analysé

- p sa concentration massique en nitrate en pg.cm™ (notre valeur inconnue que nous
calculerons grace a cette équation).
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5.1.3 Détermination de la teneur en nitrate dans les échantillons d’eau des bacs

Nous avons réalisé I'étalonnage et le dosage des échantillons en méme temps, le méme jour et dans
les mémes conditions ; nous pouvons utiliser cette équation pour déterminer la concentration massique
en nitrates dans tous les échantillons prélevés lors de notre expérimentation.

La formule de calcul sera la suivante :

Equation aux grandeurs

(Aeau polluée dikuée de l' échantillonx — 0'0057) % 1

p(NO_;;eau polluée de l'échantillon x) =

0,0184 D
i 1
Equation aux unités [nug.cm™3] = |[—5—x1
ug.cm=3

Exemple pour I’échantillon d’eau du bac 1 prélevé au jour 15 de la manipulation : A = 0,404

Equation aux valeurs . _ (0,404 — 0,0057) o i -
p(NO3 ;eau polluée bac1j15) — 0,0184 1 -
50

La concentration en nitrate dans le bac 1 au jour 15 est 1082 pg.cm™ soit 1,08mg.cm™ ou 1,08g.dm”
Les courbes du graphe 2 présentant la variation de la teneur en nitrate en pourcentage par rapport a
la valeur au jour 1 dans chacun des bacs en fonction temps ont été tracées.

Graphe 2 : Variation de la teneur en nitrate dans les échantillons en % de la
valeur par rapport au jour 1

120
100 I /\

L)

< — ~—

S &0

2 /h e —i

= 60

o

X 40 xé Bacit =w=Bac 2
20 Bac|3
o+ttt >

Jours
1 11 21 31 41

La lecture des courbes du graphe 2 montrent que :
- dans le bac 1 (eau polluée) la teneur en nitrate ne varie pas en fonction du temps ;
- dans le bac 2 (eau polluée + plantes) la teneur en nitrate évolue en deux phases :

e Entre J1 etJ15, la teneur en ions nitrate décroit fortement : - 70 % ;
e ensuite la teneur en ions nitrate augmente pour revenir a un taux voisin de 70 % de la

valeur de départ a la fin de notre expérimentation ;

- dans le bac 3 (eau polluée + plantes + traitement antimicrobien) la teneur en nitrate évolue en trois
phases :

e Entre J1 et J8, la teneur en ions nitrate reste quasiment stable comme pour le bac

témoin ;

e Apres J§, la teneur en ions nitrate décroit fortement : - 80 % a J15;

11



e Elle augmente ensuite pour revenir a un taux voisin de 70 % de la valeur de départ a la
fin de notre expérimentation.

Pourquoi une augmentation de la teneur en ions nitrate aprés le 15°™ jour dans les bacs 2 et 3 ?

Au milieu de l'expérimentation, nous avons constaté l'apparition d’'une odeur nauséabonde de
putréfaction dans la piece utilisée. Cela pourrait correspondre a un début de putréfaction des blocs de
plantes qui ont servi a coloniser ces bacs. Le manque de lumiére durant cette période (fin automne
début hiver) associé a un mauvais choix d’exposition de notre dispositif (facade nord du lycée) n’aurait
pas permis un bon développement des plantes. Celles-ci auraient alors pourri et de ce fait auraient libéré
de 'ammoniaque. Ce dernier étant alors oxydé en nitrate par la flore microbienne présente. De ce fait, la
teneur en nitrate augmente a nouveau dans I'eau. Ce que montrent les courbes correspondantes.

5.2. Cas des phosphates

Nous avons suivi le protocole de manipulation présenté dans I'annexe 2.

5.2.1. Préparation de la solution étalon de P

Il faut préparer une solution étalon dont la concentration massique, exprimée en g de P (phosphore)
par litre d’eau soit P solctalon) = 20pg.cm™ & partir de dihydrogénophospahte de potassium pur et
anhydre. Quelle est la masse de dyhydrogénophosphate de potassium a peser pour préparer 1dm? de
cette solution ?

H,0
KH,PO, =5 2H* + K* + P03~

1 mole de KH,PO, correspond 1 moledeP

C(KH,PO4;sol.étalon) <=> C(P;sol.étalon)

p(KHZPO4;sol.étal0n) <=> p(P;sol.étalon)
Mkn,po,) Mp)

P(KH,POy;solétalon) _ P(P;solétalon)

MkH,pPoy) Mp)

p(P;sol.étalon)

Equation aux grandeurs P(KH,PO,;s0l.étalon) = —M(p) X M(kH,pPo,)
) » 2y [g-dm73 .
Equation aux unités [g.dm™°] = |=——= x g.mol
g.mol

Données : M(xp,po,) = 136g.mol™"; M(py = 31g.mol™"
P(p ;sol.étalon) = ZOug.cm'3 soit 20.10’3g.dm'3

20.1073
P(KH,PO,;s0l.étalon) = T X 136 = 0.0877 4

Equation aux valeurs

Pour préparer une solution étalon de 1 dm? dont la concentration massique est de Ppsolétalon) =
20pg.cm’, il faut peser 0.0877 4 g de dihydrogénophosphate de potassium.
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Compte tenu des caractéristiques des balances de précision du lycée :

- un affichage 310 g ;

m (KH,PO4) = 1,7544 g 5,0 cm3
- une précision de + 3.10™ g.
Il est ipossible de réaliser cette solution étalon en une
seule étape. Comme le montre le schéma ci-contre, nous
avons préparé une solution étalon “mere” 20 fois plus N
concentrée par pesée de mypros=1,7549g. Cette Eadistllce >
’ gsp 1000 cm3

solution a été ensuite diluée au 1/20 pour donner la
solution étalon “fille” a la concentration attendue.

X Eau distillée
qsp 100 cm3

Nous avons pesé exactement Mupoq) = 1,7544g mis
dans une fiole de 1000cm®. Quelle est la concentration
massique P .solctalon) de 1a solution étalon fabriquée par
nos soins ?

solution "mere'" solution "fille"

D’apres I'équation précédente On peut extraire

p(KHZPO4;sol.étalon) _ P(p;sol.étalon)

M M
(KH3PO,) P) P(KH,PO,;s0l.étalon mére)

P(p;sol.étalon fille) = M X M(P) XD
Equation aux grandeurs (KH2PO4)
Equation aux unités .dm™3
[g.dm™3] = W x g.mol 1 x 1
Equation aux valeurs Données : M(xy,po,) = 136g.mol™"; My = 31g.mol™"

P(p :sol.étalon) = 20;1g.cm"3 soit 20.10'3g.dm"3

1,754 4
P(KH,POs;soLétalon fille) = ~32 X 31X 0" 0,01999

La solution étalon, préparée selon le protocole décrit, a une concentration de masse
P s0l.étalon)=19,99.10°g.dm™>. Compte tenu des régles de I'arrondi et du nombre de chiffres significatifs : 3
ona p(P;sol.étalon)=20,o.10_3g.dm_3.

5.2.2 Dosage des phosphates (méthode de Misson) : Courbe d’étalonnage du spectrophotomeétre

Dans ce dosage, la courbe d’étalonnage est déterminée par rapport a la quantité de masse de |'élément
P présent dans chacune des cuves étalons. Comment calculer cette valeur ? On a :

Equation aux grandeurs M(p;cuve x) = P(P;sol étalon) X V(sol étalon;cuve X)
Equation aux unités [g] = [g.dm™3 x dm™3]
Equation aux valeurs Données : pp 5ol etalon)= 20,0.10’3g.dm'3 et V(sol etalon scuve 6) = 1.10° dm?

M(pseuve 6 = 20,0.107% x 11073 = 20,0.107

Dans lacuve 6 : Mp cyvee) = 20,0.10'6g soit 20ug
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Les valeurs pour les autres cuves sont précisées dans le tableau 3.

Tableau 3 : Dosage des phosphates.
Variation de I'absorbance a 440nm pour les
solutions étalons utilisées
Cuve m en Absorbance mesurée
(P;cuve) ug é 440nm
Blanc 0 0
1 4,00 0,072 Tableau 4 : caractéristiques de la courbe
2 8,00 0,128 d’étalonnage obtenue
3 12,0 0,199 Pente de la courbe 0,0195
4 16,0 0,278 Ordonnée a l'origine -0,0141
5 20,0 0,408 Coef. de corrélation 0,9893
Graphe 3 : Etalonnage du spectrophotomeétre
dosage des phosphates (méthode de Misson)
05 7
0,4 &
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m(P;cuve) en pg

L'analyse des données calculées du tableau 4 et du graphe 3 montre que :

- le coefficient de corrélation est trés proche de 1, par conséquent les points obtenus sont bien
alignés. Nous avons travaillé correctement ;

- nous avons obtenu une droite : la loi de Beer Lambert est vérifiée dans le domaine [0 ; 20] pg
de phosphore par cuve ;

- I'équation du dosage est donc : A = 0,0195. m(p;cyve échantitiony — 0,0141 ot :

- A est I'absorbance de I'échantillon d’eau analysé

- m la masse de I'élément phosphore en pg contenue dans la cuve.

5.2.3 Détermination de la teneur en phosphate dans nos différents échantillons d’eau

L'étalonnage et le dosage des échantillons ont été réalisés en méme temps, dans les mémes
conditions, nous pouvons utiliser cette équation pour déterminer la masse de P contenu dans chacune
des cuves.

_ (AéchantillonX - (_0;0141))
m(P;cuve échantillon X) — 00195

La masse obtenue est en ug par cuve
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Connaissant le volume de la prise d’essai: 40 mm?, il est possible de calculer la concentration
massique en phosphore dans tous les échantillons prélevés lors de notre expérimentation.

La formule de calcul sera la suivante :

Equation aux p _ M(p;cuve X) _ (Aéchantillonx - (_0'0141)) % 1
531 Gl = =
grandeurs (Pisot étaton) V(sol étalon;cuve X) 0,0195 V(sol étalon;cuve X)
- usrt;li‘zgsaux [ug. mm™3] = i>< Ll [ K9 ]
- L mm?d mm3
Hg

Equation aux  Données : J = 15 jours bac 1 : A = 0.073 Véchantillon = 40mm?

valeurs (0.073 - (-0,0141)) 1

0,0195 X0 = 0112

P(p;sol étalon) =

Dans le bac 1 3J = 15 jours la concentration de masse en P est de 0,112pug.mm? soit 0,112g.dm’.

Les courbes du graphe 4 présentent la variation de la teneur en phosphore en pourcentage par
rapport a la valeur au jour 1 dans chacun des bacs en fonction du temps

Graphe 4 : Variation de la teneur en phosphore dans les échantillons en % de la
valeur par rapport au jour 1
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Lion phosphate contenant un seul atome de P, toute variation de I'élément P se traduit par la

variation identique de I'ion phosphate. Donc pour faciliter notre discours, nous parlerons par la suite de
I'ion phosphate.

La lecture des courbes du graphe 4 montrent que :
- dans le bac 1 (témoin) la teneur en phosphate mesurable chute a 35 % de la valeur initiale.

- dans les bacs 2 et 3 nous observons la superposition des deux courbes. A la fin de 'expérimentation
il ne reste plus qu’environ 16 % du phosphate initial aussi bien dans le bac 2 que le bac 3.

La chute naturelle du phosphate dans le bac 1, en absence de végétaux, peut s’expliquer par le fait
que les phosphates réagissent naturellement avec le calcaire présent dans I'eau’. De ce fait, ils ne sont
plus disponibles en solution pour réaliser leur dosage.

2 http://www.cnrs.fr/cw/dossiers/doseau/decouv/degradation/08_pollution.htm
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Dans les bacs 2 et 3, nous observons une baisse de la teneur en phosphate beaucoup plus importante
que dans le bac 1: au bout de 49 jours, il reste seulement 16 % de phosphates dans les bacs 2 et 3
contre 35 % dans le bac 1. Les plantes et les bactéries ont participé a I'élimination d’une partie du
phosphate contenu dans cette eau polluée : soit environ 20 %, la différence entre le bac 1 et les bacs 2 et
3.

Le fait de détruire la flore microbienne au départ n’a pas d’influence sur I’élimination des phosphates.
Faut-il voir une action prépondérante des plantes par rapport aux bactéries sur I'élimination des ions
phosphates ?

5.3. Evolution de la biomasse bactérienne
La technique employée (annexe 3) permet d’évaluer la biomasse bactérienne correspondante :
- aux bactéries aérobies : c'est-a-dire capable de cultiver en présence de dioxygéne ;
- aux bactéries non exigeantes : la gélose employée ne contient pas de facteurs de croissance ;

- cultivant a température ambiante. Les milieux de culture ont été incubés a la température du
laboratoire ;

- ne permet pas dévaluer une biomasse supérieure a Ciurc bactéries :échantillon) = 3.10° UFC
bactéries.cm™. A chaque fois que cette valeur est atteinte, il faut lire C(UFC bactéries :échantillon) = 3.10° UFC
bactéries.cm™.

Pour estimer la biomasse, nous avons compté les colonies présentes dans les boites de culture. Pour
ce calcul, nous avons retenu les boites ou le nombre de colonies est compris entre 10 et 300.

Remarque : 1 colonie bactérienne correspond au développement d’au moins une bactérie. Le
résultat final tient compte de ce probléme dans son expression. On parle d’UFC (unit forming colony) au
lieu de bactéries. Par conséquent : 1 colonie <=> 1 UFC.

Les calculs sont les suivants

Equation aux c _ _ ™(colonies)
(UFC bactérie;échantillon) — v
grandeurs (échantillon)xD
Equation aux _ UFC
" [UFC.cm™3] =
unités cm3.1

Equation aux Exemple, pour I'échantillon du bac 3 au jour 15: n = 68UFC dans Vechantilon) = 1 cm? de la
valeurs dilution D =10 (1/10)

68
C(urc;écantition bac 3 j15) = 1% 10-1 = 680

Dans 1 cm® de I'échantillon du bac 3 au jour 15, il y a 680 UFC bactéries.

Les résultats de I'ensemble de cette analyse sont présentés dans le graphe 5.
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Graphe 5 : évolution de la biomasse bactérienne dans les échantillons
d'eau en fonction du temps
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Dans le bac 1 (témoin), la biomasse évolue peu et reste faible. Ce bac contient de I'eau du robinet
polluée par des nitrates et des phosphates. Il n’y a pas de source de carbone organique. Sur le plan
nutritif, ce milieu est peu propice a la culture microbienne.

Dans le bac 2, la biomasse faible au départ (moins de 5000 UFC.cm™) augmente trés rapidement pour
dépasser 3.10°UFC.cm™. Cette valeur reste 3 ce niveau pendant 2 semaines avant de chuter.
L'augmentation rapide de la biomasse dans ce bac est die a deux phénomeénes possibles :

- le bloc végétal contient sa propre biomasse bactérienne fixée sur les racines, ces bactéries
ensemencent l'eau du bac 2,

- le bloc végétal contient de la matiere organique en décomposition ; elle enrichit I'eau polluée
qui devient alors un milieu propice a la croissance des bactéries.

La chute observée aprés le 22°™ jour correspond au début de I'apparition d’'une mauvaise odeur dans
la piece expérimentale. Y a t-il un changement de flore microbienne avec disparition des bactéries
aérobies au profit de bactéries anaérobies strictes que notre technique ne permet pas de compter ?

Dans le bac 3, au jour 1, on note I'absence de bactéries. Ce nombre de bactéries augmente lentement
mais reste faible (- de 2000 UFC.cm?) jusqu’au jour 15 pour atteindre une valeur maximale
3.10°UFC.cm™ au 22°™ jour. Dans ce bac, nous avons introduit un désinfectant au début de I'expérience.
Cette faible population microbienne au départ est donc le reflet de I'action de ce désinfectant. Il y a eu
destruction de la flore microbienne de I'eau mais aussi d’'une partie de celle contenue dans le bloc
végétal. Apres ce délai, le désinfectant n’agit plus et les bactéries qui ont survécu au niveau des racines
des plantes se multiplient et colonisent I'eau du bac.

5.4 Relation biomasse et nitrates
Est-ce que les bactéries sont impliquées dans la disparition des ions nitrates ?

Nous avons superposé les courbes de biomasse et de taux de nitrate pour les bacs 2 et 3, nous
obtenons les graphes 6 et 7.
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5.4.1. Cas du bac 2

Graphe 6 : évolution de la biomasse et de la teneur en nitrate dans le bac
2 en fonction du temps
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Dans le bac 2, on observe que :

- la diminution du taux de nitrate est liée a une forte augmentation de la biomasse microbienne
mesurable jusqu’au 15°™ jour :

- 'augmentation du taux de nitrate est liée a la diminution de la biomasse bactérienne mesurable
aprés le 15°™ jour,

Que se passe t-il ensuite ?

Dans le bac 2, notre hypothése est la suivante : la mauvaise odeur notée correspondrait a la
putréfaction de la matiére organique. Il se libere de 'ammoniaque qui est converti en nitrate par des

bactéries du cycle de I'azote : Nitrosomonas et Nitrobacter . Les équations des réactions chimiques sont
les suivantes :

Nitrosomonas

ANH; + 70, ————— 4NO3 + 6H,0

Nitrobacter

2NO; + 0, ——— 2NO3

Comme le montrent les équations chimiques, le processus de désammonification consomme
beaucoup de dioxygéne®. Pour une mole d'ammoniaque produite, les bactéries consomment 2,25 moles
de dioxygene pour la transformer en nitrate. Cela appauvrit I'eau du bac 2 en dioxygene, la flore
bactérienne aérobie diminue, comme nous le constatons.

3http://aquatrop.cirad.fr/encvcloy:>edie/biologie et _ecologie aquatique/reseau_trophique aquatique/| activite bacterienne
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5.4.2 Cas du bac 3

Graphe 7 : évolution de la biomasse et de la teneur en nitrate
dans le bac 3 en fonction du temps

35000 - - 120
.. 30000 - L 100
§ 25000 - =
rd - 80 @
5 20000 - 5
g “. 60 &
@ 15000 - o
: a0 8
5 10000 - —o—biomasse °
® 5000 - —=— nitrate - 20
O pe : . . . lours 0
0 10 20 30 40 50

Une biomasse méme faible permet de faire chuter le taux d’ions nitrate dans I'eau de ce bac 3 au début
de I'expérience.

A partir de J15 la teneur en ions nitrate augmente et elle est liée a une augmentation de la biomasse
bactérienne.

Les phénomeénes observés dans ce bac sont différents de ceux notés dans le bac 2 :

Le désinfectant, mis au début de I'expérience, a empéché la multiplication bactérienne dans I'eau du
bac. Cet effet dure deux semaines. Mais les ions nitrate disparaissent tout de méme. Des bactéries
contenues dans le bloc de racine de I'échantillon végétal n‘ont pas été atteintes par le désinfectant. Ces
bactéries sont sGrement a l'origine de la disparition de I'ion nitrate mais aussi sGrement a l'origine de la
recolonisation du milieu aprés le J15. Leur multiplication se fait alors aux dépens de la matiere organique
contenue dans le bloc de végétaux. Il se libére de 'ammoniaque qui permet d’alimenter une production
de nitrates, comme décrit précédemment.

6. Discussion des résultats

Une lagune permet effectivement d’éliminer les polluants chimiques étudiés: ions nitrate et ions
phosphate. Lefficacité du systéme réside dans I'association plante/bactérie. En effet, en absence de
plantes, les bactéries n’arrivent pas a éliminer les ions nitrates (bacl). Les plantes seules sont peu
efficaces (bac 3 au début : présence du désinfectant). Il y a donc une synergie entre les végétaux et les
bactéries pour éliminer ce polluant.

Le mécanisme impliqué dans I'élimination de I'ion nitrate n’a pas été étudié. Théoriquement, il en existe
trois :

- fixation de I'ion nitrate par les plantes pour produire leurs propres acides aminés nécessaires a
la production des protéines ;

- fixation par les bactéries pour fabriquer leurs protéines ;

- respiration nitrate conduisant a la production de diazote a partir des nitrates. Cette derniere se
fait principalement en conditions anaérobies. Les bactéries qui réalisent cette activité possédent une
nitrate réductase et une nitrite réductase.

La faible croissance des plantes dans les bacs suggérerait que I'élimination des nitrates est
principalement due a I'action bactérienne. Les informations obtenues a ce sujet confortent nos résultats.
Il a été démontré que ce sont les bactéries fixées a la rhyzosphere qui interviennent dans I'élimination
des ions nitrates.
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En ce qui concerne I'ion phosphate, le systeme est plus complexe. Il disparait naturellement dans le bac
témoin (précipité d’apatite : phosphate de calcium). Cependant, en présence des plantes et bactéries, le
systéme est amélioré. Une partie du phosphate est fixé par les plantes du bac et/ou par les bactéries.
Pour les mémes raisons que précédemment (faible, voire absence de croissance des plantes) nous
aurions tendance a dire que la aussi I'action bactérienne est prépondérante.

7. Conclusion

Le systéme de lagunage est effectivement efficace dans I'élimination des polluants chimiques que nous
avons étudiés. Les végétaux endémiques, a travers les bactéries présentes dans leur rhizosphére, sont
capables de réaliser un traitement efficace de I'eau polluée. Notre systeme rudimentaire permet de le
démontrer.

Que nous a apporté ce projet ?

Ce projet fut une aventure a la fois humaine et scientifique. Il nous a appris a travailler en équipe et nous
a permis de développer notre rigueur scientifique. Qualité que nous devrons mettre en avant lors de la
réalisation du Projet Technique Accompagné : une des principales épreuves de notre baccalauréat STL
Biotechnologie que nous passerons en Juin 2019.

Avec ce travail, nous nous sommes perfectionnés dans l'utilisation de I'outil informatique : traitement de
texte, tableur/grapheur, présentation.

Nous allons présenter ce travail devant différents auditoires (classes de seconde du lycée, festival des
lycéens, ...). Cela va nous préparer a la présentation orale de notre PTA I'année prochaine.
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ANNEXE 1 : FICHE TECHNIQUE DU DOSAGE DES NITRATES

&

NITRATES / NITRITES ASSAY KIT 7]
(méthode enzymatique / ;
colorimétrigue) Dynamic

Référance : NITRATES-100C
(wersion : 072013-T)

Kit da dosage enzymatique des Nifrates/Nitrites - Méthoda anzymatique /
colonmétriquea (540nm)
*  Prédsion, Economie ot Sécuriié des analyses.
s it de 100 et manuss.
#  Eeandard nitrates inclus dans b= kit

Unités de nitraies En
Gammie de mesue 244 ppm nitrates

PRESENTATION DU TEST

Ce kit de détermina®ion des nitrales est basé sur la réduction des nitrates en nitrites par lenzyme Nitrale Réductase
Ehl.a a laide du dormeur délecirons naiurel NADH. Lc:rth'ﬂe:rﬁuurﬂm:hsmmﬁ:ﬂmphaua:ldepﬂr
= une couleur visible. La concentration en nitates dans [} nillon & analyser est détermings an mesurant
rabsorbance de rechantion a S40nm par rapport & une gamme standand nitrates.

Les nitratss psuvent &tre détermings dans les schantillons squeus, les extraits da issus wagétan, dans le sal et dams
l=s aliments. Dans |z cas des esux de mer =t les ssux salées, UNe nobe @ appication est dsponibie. Mardd o2 contacier

notre: senvice iechnagus.

Le imst =5t conge pour meswrer les nitrabes dans b gamms de 2.0 3 44 ppm nitrates. La concenfration de nitrates. peot
également Stre siprimae en pM, auquel cas la gamme est de 36 a T14 pM nitates, ou en nitmtes-N, auquel cas fa
gammee-slde-tlﬁaﬂ]ppmmnﬂﬁ

Les pitrites pewvent e déterminés en ometian Menzyme MaR ot le NADH duws test (voir pags B).

COMPOSITION DU KIT

- Tampon {25 mM KHzPOs, 0,025 mM EDTA ; pH 7,5) — 3 tubes da 36 ml.

- Color reagent #1 {U‘E Sulfanilamide dans HCI 3N en poudre —1 Hm‘:gr GOl

- Color raagent 2 [0.02% N-Napithylsthyl=nediamine dans Maau déslonises) — 1 Aacon powr B0mlL

- MADH sous forme lyophilisée {environ 2 mM NADH par tube) — 4 tubes dans une pochetie avec dessicnt.

- Mitrata Réductass | MaR) sous forme hophilisés (1 unité par tube) — 4 hubes dams une pochette avec dessicant.
- Diluant anzyme — 4 ampoulss scolée =n plastigus de Tml

- Standard Nitrate (440 ppm nitratos) — sous forme liquide — 1 tube de 1,6 ml.

- Tubws microcentrifuges — & tubes pour la préparation de la gamme standard nitrabes
MATERIELS NOM FOURNIS

- Eprouvette graduss de 26 ou 100 ml.
iropipeties & volume variable (10 & 100 pl of 100 & 1000ul).
-Voriex.
- Colorimétre cu Specirophaiomstre avec filtre 3 B40nm 4 20 nm =t cuvsttes {wolume snviron 2 mi).
- 100 tubas & szzai 13 x 100 mm (propres: =t exemipls de nitstes).
- Cheomométre.
- Eau distilés pu desionisée sans nitrabes pour Sviter un bruit das fond sleve.
- 15 mi Tacice chiamyargue [HCI) concanire.
- Glavoe =t récipient a glaca.

PREPARATION DES REACTIFS

Tampon —_pﬂ:l a l‘l:rnpht. Laisser = tampon atteindre ka tempéature ambiante. Si besoin, placer e tampon
2ns un bain-marns a 3°C

EEEE Préparer une solufion d'HCH {2M) en méangeant 15 ml HCl concents aves 45 mi d'eau désionises. Melanger.
[EEE Ajouter 60 ml do la solution HC1 3N dans ke flacon Color resgent #1. Bien méanger par agitation.
[EEE Ajouster 60 Ml e GEboNISes dans b= facon Color reagent #£2. Bisn mélanger par agitation.

E=EE Soii un hbe de HADH de la pochetis, ajouier 1,5 Ml @sau distillée ou désionisée ol refemer ke
tube. Melanger en reboumant ke fube plusieurs fois. Garder e tube dans la glace pendant Mutibsation.

EE Sortir un tube de Nitrate Réductase (Nall) de la pocheite =i apoter légérement sur le fond du tube avant
ouwerture (3fin que 'enzyme sok 3u fond du tube). Sortir 'ampoule de diluant de MenZyma =t tapobsr légEement sur b
fond du fube avant cuverture, puis couper & la main FaMpowe et vider la entigrement dans b= tubs de NaR. Referme— e
tube et médanger par inversion plusizurs fois. Laisser reposer & température ambiantes pendant au moins 10 minuies en
Iz mélangeant par inversion 4 & ot 10 minutes.

(B Pour s tubes MADH et NaF non encore wilisés, répéter les étapes § o B au fur et & meswre des bescins.

STABILITE DES REACTIFS

Le reactts tels qulls 5ont Toumis dans I KE sont Stables ontre 2° ot 8°C JusqU'a |3 date de péremplion Inscrie sur ke
kit. POUF Ln2 pIUS longue consenation, Menzyme Ma of le MADH petvent St CONSens a0 congeiateur.

Stablime g2 Fenzyme Mafl reconskiuse -

Les soiufions denzyme NMaR reconsiiiuées avec le diluant enryme, sont stables T jours snins 7 et 8°C {ou 6-12 mois &
-20"C). Les stapss congelaonidecongelation peuvend sirs repetans.

Stabilils du NADH reconsiiues :

La salution NADH prépanés est stabls T jours entre 2 =t 8°C. Pour une plus longue conservation jau-dela de 30 jours),
Iz solution MADH peut étre aliquolée of congsles.
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PREPARATION DE LA GAMME STANDARD

Transférar 1 mL du standard nitrates 4 440 ppm dans un tubes 3 essai contenant 8 ml deaw distilés oo desoinisce
pour obdsnir une solution a 44 ppm de nitrabes. Utiliser lss & micotubes (foumnis dans ke ki) pour préparer la gamme
standard commes indiqué dans |z tablsau d-dessous. Refermer les bubes ot mélangsr les par inversion avant utifsasion.

Equivalancs Bulrnes Lnids arpriméas
Wolume & prélever du tube . s Concentration Conoentranon Conceniration
mlrnant 44 ppm nitrabes | Volume d'saw dstillss (ul) (Ppm nitratas) (PR Aitratas-A) )

1000 1] 44 T 712

750 260 33 7.6 B34

EOD 500 a2 [ 355

250 TED 1 2.5 178

100 800 4.4 1 1.2

1] ] ] 1] T
PROCEDURE DU TEST

La procédune suivante est décrite pour des tesis en simple. Pour une plus grands précision, des tesis en double
[duplicates) peuvent &ine réalises.
ELIMINATION DES DECHETS

Suiwe: les dirscives ot la reglementation en vigusur. 5l n'y 2 aucuns dirsciive locale, verser et rincer abondamment la
WeITErie avec ne grands quantie deau

Fipeter 50 pl eau distillée ou désionisdée dans un tube néacionnel — « blanc réactif =.
Fipeter 50 pl de chagque dchantillons =t standards dans des tubss réscionnels propres.
Ajouter 300 pl de tampon dans chague tubs.

mnnr.‘:ﬂpldnlqlmmdnﬂﬁuﬂﬂ dans chague tubs. Boucher les fubes ot mhggal-:\lren
démarrer [a réacion, sjouler 20 pl de solution HaR dans chague tube. cher les bubes ot bien

ﬁl..ai:m reposer les fubes 20 minuies 4 température ambiante. {Remangus ;& iEMpe dincubation ' est pas
ré6 criiques mals Il fauda au moing 20 minubss dincubation pour qua k2 réaction de fducion des nitades soit

;\'El&u.nm' 500 pl de la solution Color reagant #1 dans chague tubs. Bien mélanger au vorim:.

Ajouter 500 pl de la solution Color reagent #2 dans chague tubs. Bien mélanger au vories.

Laisser reposer les fubes —10 minutes 3 tempémbse ambiande. Pour assurer une bonne  homogéndite,
meianper b= conbenu des fubes brigvemant au vorex.

Faire 'autnzéro du colorimétre ou spectropholometne 3 640 nm 4+ 20 nm avec une cuvete remple Oaau
oa ou désionisde. Puis, line les abscrbances de fous les fubses.

[EEENH] Lire les absorbances des standards et des échandlions. (Remargue : pour une plus grande prédsion de
résutats, irelr.:abaa'bmmm1ﬂﬂ3ﬂmmlum—shindehrmd: de
[Mote : Talre l2 Z&no 0u coiormedne avec de 'aau distiliee ; rincer 3 cuvetie de lecture a Meau dsiliée enra Iesnm.m;]

CALCULS

[E=E] Coriger les absorbances de chagues standard et achanllon : Soustraire 2 meyenne des absorbances du Hanc
réacti de |a moyenns des absorbances de chague standard ef échantilion.
[Moyenns absorbanoes comigees)] soh oums = (Mioyenns absorbances) s ou s — [Moyenne absorbanoss | s s

EEmE Génénar une courbe BPetaNNage (indairs) avec bas standards nitaiss (voir sxsmpls ci-dessous) [ppm nitabes
sur [axe des x &t la moyenne des abaorbances comigees pour chague standard nitrates sur Faxe des y

En se reportant sur la courbe détalonnags, déterminer la concentration sn ppm nitrates da chague échantilion.

.
i [ e o) -
LU Bbs échanglion
3 o |
'i P I 1
woon r
pann @ o 20 n an £
[TTE -

ECHANTILLOMNS A HAUTE TENEUR EN NITRATES

Coa kit de dosage permet de déierminer la concendmbion an nirates jusgu'a 44 ppm de nitrates {équivalent 2 11ppm
Nitrate-N ou 714 pM nitmbss). Si un des Schandllons 4 tesber dépasse les 44 pom en nitrates, Méchantiion peut ére
dikué au 1i10*. Par ememnple, prendre 100 pl de Féchantilon et ajouter 300 pl Feaw désionisss (diution 2w 17100,
puis doser B0 pl de Méchantllon dive. Enfin, multiplier la concentration oblenue par 10 (facieur de diudon).
mmm&n: Maintenir le volume de Méchantilon constant en ke diluant, pluitt que dutfiser un plus patit volume da
Techantilon lom du dosage.

PREPARATION DES ECHANTILLONS ALIMENTAIRES

Awant de démarmer la procédure de dosage des nitmiss, préparer vos échandllons alimentaires en suivant vobre
methodes standard.

DETERMINATION DES NITRATES DANS LES EXTRAITS DE FEUILLES DE PLANTES

Pour déterminer la quantiié da nitrates dans 1 gmmme de feuilles, broyer les dans 10 mi deau distilée ou désionisée e
messurer | volsme fotal de Mextrait aprés filasion des partiodes sofidss. Pritsver 50 pl fextrait pour réaliser e dosage
et calouler 3 quangta de nitadss présents en nmoles. Déterminer le montant botal da nitrates dans Paxirait [= fvolumes
ozl de lextrait) = {nmicles Nitrates/B0 yl fexiraid]l Driser ce montand iokal de nitrales par le pods powr calouler 2
quantiic de nirales par gramme de feulles. La codewr verde ou brune de lexirail de fewllss ninterferes pos
signiscatvement aves les dalerminations de nitedes car 'exirall est divé 20 fols lors du dosage. Lanalyss la plos
quantiative de la teneur en nitrates dans les fouilles est obienues lorsque ks fsuiles sont chaufféess pendant 20
minutes. Aprés ébullifion, keisser refrodir dans la glace, puis filtrer Méchantilon powr reaupérer Fextrail. Afin de
compenser leau pestue lors de Mepulltion, compicter e volume dexiralt jusqua 10 mi

Contacter notne ssrdce eschnique powr obilenir un profocole deximaction détile, & parfr de feuilles des plantes fraichess
ou séchées.

22




ANNEXE 2 : FICHE TECHNIQUE DU DOSAGE DU PHOSPHORE DANS UNE EAU

A) Principe du dosage par la technique de Misson (1943)

C’est un dosage colorimétrique direct dans lequel les ions phosphate, PO,>, en présence d’un excés de solution acide de molybdate d’ammonium forment un
complexe phosphomolybdique jaune.

B ) Protocole opératoire

B.1- Dilution de la solution étalon meére de dihydrogénophosphate de potassium (KH,PO,)
Préparer une solution étalon fille par dilution de la solution étalon mére au 1/20 dans une fiole jaugée de 100 cm?>.
B.2- Préparation de la gamme d’étalonnage et des essais

La gamme d’étalonnage et les essais doivent étre réalisés dans les mémes conditions et traités en méme temps.

Gamme d’étalonnage Eau a analyser « X »
Cuves Blanc 1 2 3 4 5 Essais X
Solution étalon fille de phosphore (mL) 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Eau a analyser « X » (mL) 0,04
Eau distillée (mL) 1 0,8 0,6 0,4 0,2 0 1,96
Réactif de Misson (mL) 1 1 1 1 1 1 1
Mep.cuve) €N M8 0 4 8 12 16 20 A calculer

Boucher toutes les cuves avec du parafilm, homogénéiser par retournement.

Attendre 5 minutes

Lire les absorbances de la gamme et des essais a 440 nm contre le blanc réactif.

C) Identification du danger

Réactif de Misson

&

H 314 : provoque des brilures de la peau et des lésions occulaires grave
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ANNEXE 3 : FICHE TECHNIQUE POUR LA MESURE DE LA BIOMASSE

Fiche technigue : REALISER UNE GAMME DE DILUTIONS DECIMALES

Ls gamme de dilutions en microbiologie a pour but de faire décroitre |la population bactérienne

E |suivant une progression geometrique be plus souvent de raison 10) dans un prelévement dans
l=quel leur nombre est trop important.
Exemple : Gamme de dilution decimale [de raison 10) de 107 3 107°
Inceikim I inL 1 L 1 mL
de dpart
b TuoesdeSmige ales
il sbarile
g Siuticme 100 10 | 10 1w
"E 0 ml 1ml | mL i | mL
3
=

# Linoculum est homogeneise avant le prelevement ;
# Le prelévement e fait 3 'side d'une pipette graduse de 1 ml sterile aprés aspiration et
refoulement ;

# Le liquide est introduit dans un tube contenant 9 em” de diluant stérile {eau distillée,
physiologique, peptones__), mns toucher ce diluant ;

» La pipette utilisée est efiminée [elle est contamings et ne peut servir 3 ka dilution suivante
sans risques d'erreur par exces) ;

# Lla dilution suivamte est reslisée de la méme fagon (nouvelle pipette, aspiration,

refoulement..).

DENOMBREMENT INDIRECT DE MICROORGANISMES

EN SURFACE I'UN MILIEU GELOSE

Le denombrement indirect consiste 3 introduire les bacteries de Finoculum et/ou de ses dilutions 3 la

,E- surface d’un milieu gelose. Aprés incubation, le nombre total de colonies est compte sur les boites.
] Sachant gu'une colonie se forme 3 partir de la multiplication d'une cellule, on considére gu'une
T |colonie eguivaut 3 une cellule présente initialement dans l'inoculum.
B |On exprime les résultats &n UFCY mb ou par g dinoculum.
Exernple - ensemencement de 0,1 ml d"une dilution en surface d'un milisu ge'lns'e.
—
T
l\\-_--"" Miliaw piiose couls en Doite da Petri
Repartir 0,1 mLde Finoculum & 2 surfece cu milies s ot stakr b
Faide d'une Sipette ribemu ou de billes sheries.
Diluticn
Dans le cas de 'ensemencement o' une pamme de dilutions décmales :
ur i i ot
oimi o1m oimi nim
| 0,3 rel. che chasqus diiution nor s gidoss cockis
¥ v a0 oohe aMeTIeTT A B BT TERAU O

g [ | [ | b | e wenc dan llin rhacfien
-g S duf o
£
E fr— — | — | e— bcaiion

. . . . "‘1-"1"'"

*  Liguefier les milieux sdeguats (avtant que de dilutions 3 ensemencer] et les couler en boites de
Petri. Préparer le materiel en prenant 1 boite par dilution ;

+ On commence toujours par prelever dans la plus grande dilution pour n'utiiser gu'une seule
pipette [elle est peu polluee par la dilution precedente, elle n'introduira pas d'erreur pour la
dilution suivante]. Le prélévement s= fait 3 raison de 0,1 cn” de dilution que Fon dépase en
gouttes i la surface des geloses coulees en boite de Pétri ;

* Homogensiser par etalement d'une dizaine de billes steriles 3 la surface des geloses (ces billes
peuvent étre transferees de la plus grande dilution vers ka plus faible et liminees aprés le dernier
ENSEMEnCEmeEnt)

* Laiszer sécher pres du bec Bunsen et stuver les boites retournées 3 température adequate.
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