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RESUME

Afin de moderniser les entreprises piscicoles québécoises et de les engager dans la
voie du développement durable, un plan nommeé : stratégie de développement durable
de I’aquaculture en eau douce du Québec (STRADDAQ) a été élaboré. Celui-ci vise
I’atteinte d’ici 2014 d’une norme de rejet en phosphore (P) fixée a 4,2 kg P /tonne de
poisson produit, ce qui équivaut a réduire d’environ 40% les rejets des entreprises par
rapport 4 2002. Peu de solutions proposant un traitement biologique des effluents ont
été envisagées. En outre, peu d’information sur la dynamique biologique des étangs

piscicoles est disponible.

Le but de ce projet est de caractériser la densité et la diversité des microorganismes
dans la colonne d’eau et dans les boues d’une pisciculture en étangs afin d’en étudier

I’impact sur les flux de phosphore.

Pour cette étude quatre étangs provenant d’une méme pisciculture québécoise ont été
sélectionnés. L’eau et la boue accumulée au fond de ces étangs ont été analysées entre
juillet 2008 et janvier 2009 au cours de 9 campagnes d’échantillonnage. L’objectif
était de déterminer I’effet (a) de la nature du fond, (b) du temps de rétention
hydraulique (TRH) (c) de I’absence de poissons (d) de I’dge des boues et (e) de la
saison sur la densité et la diversité des microorganismes. Il était également prévu
d’évaluer la contribution des microorganismes sur ’enlévement du P au sein des

boues.

Les résultats ont permis de montrer que les microorganismes sont plus abondants
dans I’eau que dans les boues. Les chironomides sont le groupe qui a le plus fort
potentiel de relargage de phosphore. L’abondance des microorganismes est plus
faible dans les boues jeunes que dans les boues agées qui s’accumulent tout au long

de I’année dans I’étang d’ou I’intérét d’enlever périodiquement les boues accumulées.
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CHAPITRE 1

INTRODUCTION

« Science: procédé de recherche qui consiste a aboutir a la vérité par la négation de
toutes les hypothéses que le raisonnement ou l'expérience ne permettent pas

d'admettre ». André Lalande, XX siécle

1.1 Portrait de Paquaculture dans le monde

L’industrie de I’aquaculture est en pleine croissance (figure 1.1). C’est actuellement
le secteur agroalimentaire qui prend le plus d’expansion a travers le monde. Avec un
taux de progression annuel de 7%, elle offre un immense potentiel de développement
économique et permet la création de nombreux emplois dans le monde (FAO, 2008).
Son essor est plus rapide que celui de tous les autres secteurs de production
alimentaire d’origine animale et a dépassé la croissance démographique mondiale.
Drailleurs, selon 1'Organisation des Nations Unies pour 1'alimentation et 'agriculture
(FAO), pres de la moitié du poisson consommé provient de 1’aquaculture. La forte
augmentation de I’aquaculture est une conséquence directe de I’augmentation de la
demande mondiale de poisson et de fruits de mer ainsi que de la diminution de la

plupart des stocks sauvages (MPO, 2008).
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Figure 1.1 : Production mondiale (millions de tonnes), péche de capture et aquaculture (FAO)

En excluant la Chine - qui représente le tiers de la production mondiale - I'ensemble
des activités aquacoles représentent 51,7 millions de tonnes de poissons, mollusques

et crustacés pour une valeur de 79 milliards de dollars (FAO, 2008).

1.2 Activités aquacoles du Canada et du Québec

En 2002, le Canada se classait 22°™ parmi les pays qui pratiquent 1’aquaculture.
Toutefois sa production comptait pour moins de un tiers de un pour cent de la

production mondiale de poissons et de fruits de mer (MPQO, 2008).

Au Québec, ’aquaculture commerciale et les pécheries constituent un pilier important
pour‘l’économie des régions maritimes. Ce secteur contribue a la création d’environ
8000 emplois et générent des revenus de prés de 300M de dollars canadiens
(MAPAQ, 2007). On différencie deux (2) types d’aquacultures : [’aquaculture en eau
douce (i.e. activité dulcicole, dulciculture) et I’aquaculture en eau salée (i.e. activité

maricole, mariculture). Ce sont les salmonidés qui constituent la majorité des



élevages dulcicoles québécois, en particulier la truite arc-en-ciel et I’omble de

fontaine (figure 1.2).

Autres espéces
3%

Omble de Truite arc-en-ciel
fontaine 43%
54%

Source: MAPAQ

Données estimées Ventes totales: 1 258 tonnes

Figure 1.2 : Aquaculture en eau douce : répartition des ventes selon l'espéce en 2005
(MAPAQ, 2008)

La production piscicole du Québec s’écoule sur les marchés de I’ensemencement, la
péche sportive et le marché de la table, le premier constituant pas moins de 75% des
ventes totales de la dulciculture québécoise pour un total de 8,3 M de dollars en 2005
(MAPAQ, 2008).

Les premiéres activités dulcicoles ont commencé en 1857, mais ce n’est qu’a partir de
1980 que 1’aquaculture en eau douce prend réellement son essor au Québec, grace
aux investissements financiers du Ministére de I’Agriculture, des Pécheries et de
I’Alimentation du Québec (MAPAQ), pour atteindre un sommet en 1999 avec une
production de 2 411 tonnes (Morin, 2007). Cependant, depuis les années 2000, la
production dulcicole a progressivement diminué suite a la fermeture, pour des raisons
environnementales et économiques, de quelques entreprises importantes. (MAPAQ,
2008; Lareau, 2009) (figure 1.3). L’émergence d’inquiétudes environnementales et la

mise en place de directives beaucoup plus séveéres de la part du Ministere du



Développement Durable, de I’Environnement et des Parcs (MDDEP) n’ont pas

favorisé la reprise de développement dans ce secteur.
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Figure 1.3 : Production piscicole au Québec (Morin, 2007)

La production piscicole peut entrainer des modifications du milieu aquatique, lorsque
le milieu récepteur est inapproprié. Les principaux bouleversements sont: une
augmentation des composés liés au métabolisme des poissons (déchets organiqueé,
composés azotés, phosphore), un changement de la température de [’eau, un
changement de pH selon le métabolisme du poisson et de la capacité tampon de I’eau
ainsi qu’une augmentation de solides en suspension, de solides sédimentables et de
phosphore lié¢ aux aliments non ingérés (AAQ et al., 2003), dont les impacts sont
potentiellement nocifs pour I'environnement (Sara, 2007; Zhang and Fang, 2006). En
effet, ces changements peuvent entrainer une eutrophisation' du milieu et une

croissance excessive d’algues et de plantes aquatiques. A cet égard, il est impératif de

! Dégradation d'un milieu aquatique lié, en général, & un apport important de substances nutritives

(azote, phosphore), qui augmente la production d’algues et de plantes aquatiques.



choisir les nouveaux sites de production piscicole en tenant compte de la capacité du

milieu récepteur a absorber les rejets, sans impacts excessifs pour I’environnement.

1.3 STRADDAQ

Parmi les modifications ci-haut mentionnées, le rejet de phosphore dans
I’environnement est la principale préoccupation du gouvernement, de I’industrie et du
public. En effet, le phosphore contribue de fagon significative a 1’eutrophisation du
milieu récepteur. La Table de la filiere de l'aquaculture en eau douce (TFAED) s’est
donc» chargée de développer une stratégie d’adaptation afin de moderniser les
entreprises piscicoles, de mettre a niveau les systémes de traitement des rejets et
d’engager les aquaculteurs dans la voie du développement durable. Le résultat de
cette concertation est rapporté dans la Stratégie de développement durable de

'aquaculture en eau douce au Québec (STRADDAQ).

La STRADDAQ est un plan congu entre un ensemble de partenaires affiliés a la
TFAED dont le principal est I’association des aquaculteurs du Québec (AAQ). Il y a
aussi le MDDEP et le MAPAQ. Ce partenariat tient compte de chacun des maillons
de la filiere aquacole du Québec. La stratégie proposée est un virage vers une
aquaculture durable et viable. Elle s’articule principalement autour d’un objectif
précis en matiére de performance environnementale : 1’atteinte d’ici 2014 d’une
norme de rejet de phosphore (P) établit a 4,2 kg de P par tonne (t) de production. Les
piscicultures qui décident d’adhérer, sur une base volontaire, a la STRADDAQ
s’engagent donc & diminuer leurs rejets moyens annuels, estimés de 7,2 kg de P, afin
de respecter cette nouvelle limite, ce qui équivaut & une diminution globale de 40 %
de la quantité de P rejetée dans les milieux récepteurs (AAQ et al., 2003). Cette
stratégie permet de protéger le milieu aquatique, d’améliorer les performances

environnementales des piscicultures québécoises, d’assurer la compétitivité de celles-



ci sur le marché et de préserver les emplois en aval, dont ceux liés a la transformation

des produits piscicoles (TFAED, 2003).

La mise en application de la STRADDAQ est graduelle et comporte trois (3) phases
étalées entre 2004 et 2014 (figure 1.4)
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Figure 1.4 : Stratégie d’adaptation du développement durable, processus global (TFAED, 2003)

Les piscicultures visées par la STRADDAQ sont celles ayant une production de plus
de 5t par an. Entre 2004 et 2005, un portrait aquaenvironnemental a été établi dans
67 piscicultures ayant adhéré au projet de la TFAED. Cette étape constitue la
premieére phase de la STRADDAQ. Elle sert principalement & caractériser les
piscicultures afin de connaitre la production actuelle de chaque entreprise et a
acquérir une meilleure connaissance de 1’équipement et des pratiques piscicoles des
entreprises pour établir leur impact sur I’environnement (MAPAQ, 2008). Grace aux
données recueillies, une cible environnementale de rejet (CER) est établie pour
chaque pisciculture. En adhérant a la STRADDAQ, le pisciculteur bénéficie de
I’expertise du MAPAQ pour I’orienter dans ses choix quant au type d’aliment a
utiliser et sur le systtme de traitement a installer pour atteindre sa CER. Le

pisciculteur a jusqu’en 2010 pour modifier les installations physiques de son



entreprise et adopter, si nécessaire, de nouvelles pratiques de gestion lui permettant
d’atteindre sa cible. A partir de la fin de ses travaux, le pisciculteur bénéficie d’un
délai variant entre trois (3) et cinq (5) ans pour atteindre sa CER, c’est-a-dire un rejet
moyen annuel de 4,2 kg de P par t de production (TFAED, 2003). Lorsque la CER est

atteinte, le pisciculteur peut obtenir une augmentation de sa production.

1.4 Techniques de réduction des rejets de phosphore

Afin d’atteindre leur CER, diverses solutions sont proposées aux pisciculteurs. Un
ensemble de techniques réduisant I’émission de polluants en optimisant chaque étape
de la production piscicole a €té compilé dans un concept appelé « best management
practice » (BMP) développé par Boyd et al. a ’université d’ Auburn (Alabama, USA)
en 2001.

L’optimisation du contenu en P de la moulée servant a I’alimentation des poissons est
une des techniques permettant de réduire les rejets de P dans I’environnement. Cette
technique est celle qui a le plus d’impact sur la concentration de P dans les rejets; elle
est donc la premiére étape parmi toutes les techniques proposées. Celle-ci permet
d’atteindre des rejets avant traitement inférieurs a 5,0 kg de P par t de production
(MAPAQ, 2006). Les nouvelles générations de moulée contiennent moins de P, sont
plus facilement assimilables par les poissons, et offrent une meilleure cohésion des
féces ce qui favorise leur décantation (Brinker et al, 2005). L’optimisation de
I’alimentation des poissons, par une meilleure gestion de la quantité de moulée
donnée aux poissons et de la fréquence de distribution de celle-ci, permet également

de limiter la quantité de P introduit dans la pisciculture.

Une autre technique pour réduire les rejets de P & I’effluent est le nettoyage des

bassins et 1’enlévement des boues accumulées au fond par vidange compléte des



étangs. La vidange annuelle des boues d’un étang permet de récupérer entre 5 et 19%
du P ajouté par la moulée (Sanchez, 2008) dans cet étang. L’utilisation de systémes
de filtration et de sédimentation des boues permet également la rétention de matiere
particulaire, laquelle peut contenir entre 30 et 85% du P total (Cripps and Bergheim,
2000).

Afin de proposer des solutions performantes aux pisciculteurs pour atteindre leur
CER, une connaissance approfondie des flux de phosphore en pisciculture est
essentielle. La caractérisation physique du phosphore en étang est déja bien établie
(Yoo et al., 2006). Plusieurs solutions basées sur des traitements physiques (filtration,
sédimentation, vidange) ont été proposées pour réduire les rejets de P des effluents
piscicoles. Toutefois, peu de solutions proposant un traitement biologique des
effluents n’ont encore été envisagées. En outre, peu d’information sur la dynamique

biologique en étangs piscicoles est disponible.

Certaines données présentées dans le rapport du portrait aquaenvironnemental
(Ouellet et Simard, 2007), indiquent que les étangs d’élevage ne sont pas tous égaux
quant a I’accumulation de P dans les boues et la nécessité d’exporter celles-ci pour
respecter 1’exigence de la STRADDAQ qui est de rejeter un rejet maximum de 4,2 kg
de P par tonne de poissons produits. Il semblerait qu’a production piscicole égale, les
étangs d’élevage dont le temps de renouvellement des eaux est plus long
(conséquence d’un faible débit et/ou d’un grand volume d’étang) relarguent moins de

phosphore total (figure 1.5 et 1.6; la figure 1.6 est une mise a jour de la figure 1.5).
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Figure 1.5 : Relation entre le temps de renouvellement des eaux et la charge de phosphore en

sortie de plusieurs étangs d’élevage (adapté de Ouellet ef al. 2007)
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Figure 1.6 : Relation entre le temps de rétention des rejets solubles et la charge de phosphore en
sortie de plusieurs étangs d’élevage

(adapté de données préliminaires, Comité technique, STRADDAQ, 2009)
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Un facteur clé a l'origine de ce phénoméne serait possiblement associ€¢ au
développement d’une flore (micro- et macro-algues) et d’une microfaune semblables
a celles que I’on retrouve parfois dans le traitement des eaux (Porello et al., 2003a,

2003b).

1.5 Objectifs

L’objectif de ce projet est de caractériser la densité, et la diversité des
microorganismes dans la colonne d'eau et dans les boues d'une pisciculture en étangs
afin d'en étudier l'impact sur les flux de phosphore. Une meilleure connaissance de la
biologie des boues permettrait d'identifier les facteurs favorisant la rétention du P et

d’en spécifier les meilleures modalités d’enlévement.

1. Déterminer I’effet, (a) du temps de rétention hydraulique (TRH), (b) de la saison,
(c) de I’age des boues, (d) nature du fond (bétonné, non-bétonné) et (e) de la
présence de poissons sur la densité et la diversité des microorganismes ainsi que

la rétention du P en pisciculture.

2. Evaluer la contribution des microorganismes a I’enlévement du P au sein des

boues.

1.6 Hypothéses

L'hypothése centrale de ce projet est que les étangs les plus extensifs favorisent la
production primaire (algues) laquelle permet le développement d’une microfaune
supérieure (rotiferes et vers), ce processus biologique permet une rétention de

phosphore (P) ce qui réduit alors les rejets dans le milieu récepteur. Cette hypothése
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est vérifiée par une analyse macroscopique et microscopique des boues accumulées

au fond des étangs ainsi que de la colonne d’eau.

Les sous-hypothéses de recherche sont les suivantes :

la.

1b.

lc.

Les bassins piscicoles ayant un TRH plus long favorisent le développement de

microorganismes supérieurs.

L’originalité de cette sous-hypothése est basée sur le fait que le développement
des microorganismes en fonction du TRH n’a jamais été étudié dans une petite
pisciculture en étangs. La sous-hypothése sera rejetée si les bassins ayant un
TRH plus long ne présentent pas une microfaune plus développée que les bassins

ayant un TRH plus court.

Une saison plus chaude et plus ensoleillée (ét¢) favorise la présence de micro-
algues, laquelle permet le développement de microorganismes supérieurs tels que

les métazoaires dans une truiticulture en étangs.

L’originalité de cette sous-hypothese réside dans le fait que la caractérisation de
la succession des microorganismes en fonction des saisons n’a pas été réalisée
pour une truiticulture en étangs. La sous-hypothése sera rejetée si les bassins a
I’étude ne présentent pas une abondance plus importante d’algues et une

microfaune plus développée a I’été, qu’au printemps ou a I’automne.

Des boues piscicoles plus dgées permettent une diversité faunistique plus

marquée comprenant des micro-organismes supérieurs, tels que des vers.

L’originalité de cette sous-hypothese est basée sur le fait que le développement

des vers au sein des boues de pisciculture n’a encore jamais été étudié. La sous-



1d.

. diversification des microorganismes comparativement a un fond bétonné.

le.

2a.
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hypothése sera rejetée si des boues plus dgées ne présentent pas une communauté

plus diversifiée.

Dans les bassins d'élevage, un fond en terre permet une plus grande

L’originalité de cette sous-hypothése réside dans le fait que la caractérisation des
boues piscicoles d’une truiticulture en béton n’a encore jamais été élaborée. La
sous-hypothése sera rejetée si les bassins en terre de la pisciculture a 1’étude ne

présentent pas une communauté plus diversifiée que ceux ayant un fond en béton.

En présence de poissons, la quantité de zooplancton sera plus faible et la quantité

de phytoplancton plus élevée a cause de la prédation.

L’originalité de cette sous-hypothése est basée sur le fait que le lien entre la
présence de truites en bassin piscicoles et la caractérisation des microorganismes
des bassins n’a pas été établi. La sous-hypothése sera rejetée si la quantité de
zooplancton est plus élevée et la quantité de phytoplancton moins élevée dans le
bassin ayant des truites que dans le bassin de sédimentation.

Les microorganismes contribuent de fagon importante a I’enlévement du

phosphore.

L’originalité de cette sous-hypothése réside dans le fait que la contribution des
microorganismes a I’enlévement du phosphore n’a jamais été établie pour une
pisciculture. La sous-hypothése sera rejetée si la contribution des

microorganismes n’est pas significative.
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Le projet de recherche tel que défini précédemment dépasse le cadre de la maitrise en
terme de budget et de temps disponible. Le présent projet de maitrise propose donc de

traiter une partie seulement des objectifs ci-haut mentionnés.

L’échantillonnage, les analyses de terrain, les analyses de laboratoires et la
compilation des données ont été effectuées pour I’ensemble du projet. Toutefois,
seuls les résultats concernant ’effet de I’age des boues (objectif 1c) et I’évaluation de
la contribution des microorganismes a I’enlévement du P (2a) seront présentés en
détails dans le chapitre 4 sous la forme d’un article soumis & la revue Aquaculture.
Les résultats concernant les autres objectifs seront présentés superficiellement dans la

partie résultats complémentaires.
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CHAPITRE 2

REVUE DE LITTERATURE

« On voyage autour du monde a la recherche de quelque chose et on rentre chez soi

pour le trouvery». George Moore, XX siécle

2.1 Les microorganismes du milieu aquatique

2.1.1 Terminologie

La terminologie employée pour désigner les microorganismes n’est pas uniforme au
sein du milieu scientifique. La présente section indiquera donc la définition des
principaux termes employés tel qu’ils sont utilisés dans cet ouvrage. La section
suivante proposera quant & elle une schématisation des liens entre les différents

organismes.

Microorganismes: organismes vivants de petites tailles qui ne peuvent étre observés

qu'a l'aide d'un microscope
Microfaune: ensemble des espéces animales <0,5 mm

Microflore: ensemble des especes végétales <0,1 mm
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Périphyton: ensemble de la microfaune et de la microflore qui se développe sur des

surface immergés (plantes, roches, sol) de la plupart des écosystémes aquatiques.

Benthos ou organismes benthiques: ensemble des organismes aquatiques vivant dans
et/ou sur le sol (macrobenthos: >Imm; méiobenthos: <1 mm >0,063 mm;

microbenthos : <0,063 mm)

Mésofaune: ensemble des espéces animales de > 0,5 mm vivant sur ou dans le sol.

Plancton: ensemble des microorganismes vivant dans I’eau

Zooplancton: ensemble des espéces animales du plancton

Phytoplancton: ensembles des especes végétales du plancton

Protozoaire: organisme animal, unicellulaire, mobile ou fixé, généralement

hétérotrophe

Flagellé: protozoaire possédant généralement un ou plusieurs flagelles (taille : 4-60

pm)

Figure 2.1 : Flagellé, observation en contraste de phase, grossissement 400X
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Cilié: protozoaire possédant des cils vibratiles sur leur surface (taille : 20-100 pm)

Figure 2.2 : Cilié, observation en contraste de phase, grossissement 400X
Métazoaire: organisme animal, pluricellulaire, mobile et hétérotrophe

7

S

Figure 2.3 : Métazoaires — (A) vers microscopique de type oligochéte, (B) tardigrade,

observations sous lumiére directe, grossissement 100X
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Nématode : métazoaire, microscopique et hétérotrophe; vers non segmenté (taille :

200 pm - Imm)

Figure 2.4 : Nématode, observation sous lumiére directe, grossissement 100X

Rotifére : métazoaire, microscopique et hétérotrophe en forme de trompette (taille :

300 et 700 pm)

Figure 2.5 : Rotifére, observation sous lumiére directe, grossissement 100X
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Oligochétes : Vers annelé, trés fin, dont le corps est rose ou rougeétre, (longueur 2-6

cm, largeur 0,1-1mm)

Figure 2.6 : Oligochétes de type Tubifex sp. (www.allabout-aquariumfish.blogs)

Chironomides: insecte de petite taille semblable au moustique dont le stade larvaire

est aquatique (longueur : 2-3 cm, largeur : 1-2 mm)

Figure 2.7 : Chironomide — (A) méle adulte, (B) larve

Photo A : www.lesinsectesduquebec.com, Photo B : www.aquamerik.com


http://www.allabout-aquariumfish.blogs
http://www.lesinsectesduquebec.com
http://www.aquamerik.com
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2.1.2 Relation entre les microorganismes

Les microorganismes aquatiques sont trés diversifiés et varient en fonction du type
d’habitat et des conditions du milieu. La pollution d’un milieu aquatique entraine
généralement une augmentation d’organismes opportunistes de petites tailles
(Pearson and Rosenberg, 1978). Toutefois, il y a une diminution globale de la
biodiversité (Khan et Ansari, 2002).

Nématodes Larvss de chitonamides et Tubifex sp.

o-PO, €~

0-P0Oy

Phyropia cton

/

—p Q'PG,3

Rofiféres

Figure 2.8 : Relation entre les principales espéces étudiées et le phosphore

Dans un étang piscicole, le P entre principalement avec la mati¢re organique (MO-P).
Les bactéries dégradent la MO et assimilent une partie du P pour leurs besoins
métaboliques. Elles rejettent le surplus de P sous forme d’orthophosphates (0-POs;
phosphore soluble). Dans certaines conditions elles peuvent accumuler le P a
Iintérieur de leur cellule. (Sommariva, 1997). Les flagellés, les ciliés et les
nématodes se nourrissent de bactéries. Ils utilisent une partie du P accumulé a

I’intérieur des bactéries ingérées pour leurs propres besoins métaboliques et rejettent
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le reste sous forme d’orthophosphates. Les rotiféres se nourrissent principalement de
protozoaires tels que les ciliés et les flagellés. Ils peuvent, a ’occasion, ingérer
directement des bactéries. Ils utilisent, eux aussi, le P accumulé dans leur proies pour
leurs besoins métaboliques et rejettent le surplus de P sous forme d’orthophosphates.
Les oligochaetes et les chironomidae se nourrissent directement a partir de la matiére
organique. Ils assimilent une partie du P de la MO et excrétent le reste sous forme
d’orthophosphates. Les microorganismes, ci-haut mentionnés, métabolisent le P. Le
phytoplancton, quant a lui, assimile les orthophosphates dans ses tissus. On parle
alors de microorganisme accumulateur de P. Les bactéries qui peuvent jouer les 2
roles sont & la fois des excrétrices de P et des accumulatrices de P, sous certaines

conditions. Les relations décrites sont illustrées & la figure 2.8.

Les bactéries ont déja fait I’objet de nombreuses études. Elles ne seront donc pas
abordées dans le présent projet. Cette recherche aborde tous les autres
microorganismes susmentionnés et met 1’emphase sur le réle des chironomides dans

les flux de P.

2.2 Le phosphore dans I’environnement

Le phosphore est un élément majeur des cycles biogéochimiques qui maintiennent
I’environnement en équilibre. La charge en P que peut recevoir un écosysteéme
aquatique, sans le perturber, dépend de sa capacité de rétention, celle-ci étant définit
comme la capacité a enlever le P de la colonne d’eau par des processus physiques,
chimiques et biologiques et le retenir sous une forme non bio-disponible en

conditions normales (Reddy et al., 1999).
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2.2.1 Processus physiques de rétention du phosphore

Les principaux processus physiques qui gerent la mobilité du phosphore entre le sol
et la colonne d’eau sont I’advection, la dispersion, la diffusion, D’infiltration, la

sédimentation, la resuspension et la bioturbation (Lijklema, 1993).

En milieu naturel, le phosphore entre principalement dans un étang par la source
d’eau qui alimente le bassin. C’est un transport advectif et horizontal. Le courant
dispersif est controlé par la vitesse d’écoulement de I’eau et la rugosité de la
trajectoire d’écoulement (Kadlec, 1987). Une faible vitesse d’écoulement et une
rugosité de trajectoire importante augmentent le temps de rétention hydraulique
(TRH) accroissant par le fait méme le temps de résidence du P avant son rejet a la
sortie de I’étang. A I’échelle microscopique, les forces de dispersion affectent la
couche limite des sédiments et des surfaces végétales. Si le débit est important
Pépaisseur de la couche limite est réduite augmentant la diffusion des solutés,
notamment le P, des sédiments et des végétaux vers la colonne d’eau. De plus, un
débit important renouvelle constamment 1’apport en phosphore et maintient ainsi un

gradient de concentration qui favorise la diffusion du P du sol (Reddy et al., 1999).

L’eau souterraine est une source non négligeable de nutriments entrant dans le bassin
(Stanford et Ward, 1988). En effet, elle apporte de nombreux €léments dissous. Les
processus d’advection et de dispersion de Iinfiltration créent un gradient de
concentration qui favorise le déplacement descendant de I’oxygeéne dissous, des
cations et du P du sol, augmentant ainsi la capacité de rétention de ce dernier (Reddy
et al., 1999). Les flux verticaux (ascendants et descendants) de [’eau dans le sol sont
assurés par la gravité et I’absorption, au niveau des racines, par les plantes afin de

supporter leurs besoins métaboliques.



22

Le transfert du phosphore du ou vers le sol se produit principalement par la
décantation ou la resuspension des matiéres particulaires. La sédimentation est
I’ensemble des processus par lesquels les particules en suspension (organiques et
inorganiques) s’accumulent sur le sol. Les sédiments déposés a la surface du sol
peuvent étre organiques ou minéraux dépendamment du couvert végétal et/ou
forestier avoisinant I’étang, de la géologie du bassin versant et des conditions
hydrologiques dudit étang (Reddy et al., 1999). La matiére organique provient,
notamment, de la fragmentation et de la décomposition des tissus détritiques des
macrophytes. La microflore et la microfaune meurent et sédimentent en laissant de

microdétritus tels que des exosquelettes et des débris algaux.

Le transport des sédiments est contrdl¢ par la vélocité du courant qui définit les forces
de cisaillement et la capacité d’entrainement des particules (Reddy et al., 1999). Il y a
entrainement quand la force du courant est suffisante pour emporter le P soluble et
particulaire. Lorsque le débit d’eau est faible, le systtme agit comme une trappe a
sédiments en allouant assez de temps a la décantation des particules et se comporte
ainsi comme un filtre pour la matiére en suspension. Cependant, lorsque le débit
d’eau est fort, le systtme devient érosif provoquant alors la resuspension des
particules déposées. Dorioz et al. (1989) ont rapporté qu’il y avait accumulation de P
dans les sédiments d’un bassin naturel lorsque le débit était < 0,7 m*/s”. A long terme,
les sédiments peuvent devenir un puits pour le phosphore et les autres nutriments. En
effet, une étude de Fenessey et al. (1994) a démontré qu’un marais de 2,3 hectares
pouvait accumuler 7,5 g P/m?, pendant la saison de croissance, basée sur des mesures

de P a ’entrée et a la sortie du marais.



23

Le brassage 1ié 4 la bioturbation® contribue d’une part, 2 augmenter la disponibilité du
P soluble a I’interface eau/sol et d’autre part, a favoriser la resuspension du P
particulaire dans la colonne d’eau (Lijklema, 1993). Dans un systéme ou I’activité
macro benthique est importante, le brassage physique augmente de fagon importante
I’oxydation des couches superficielles de sédiments a I’interface eau/sol accroissant

par le fait méme la rétention du phosphore a I’intérieur du sol.

2.2.2 Processus chimiques de rétention du phosphore

Sur une base journaliére, la photosynthése et la respiration des plantes peuvent initier
des changements significatifs dans le pH et le CO, de la colonne d’eau d’un étang
(Reddy et al., 1999). Durant la journée, ces processus augmentent le pH et favorisent
une précipitation significative de phosphates de calcium dans un milieu ou le Ca
dissous est biodisponible. Toutefois, pendant la nuit, la plupart de ce phosphore (75 &
90%) est resolubilisé lorsque le niveau de pH baisse en dessous de 8 a cause d’une
augmentation du CO2 dissous suite au ralentissement de la respiration des plantes
(Diaz et al., 1994). La rétention du P par ces processus sera élevée dans une eau
alcaline ou la concentration de Ca dissous est élevée et non significative dans une eau
dont la capacité tampon est faible. En effet, dans une eau peu tamponnée le pH

variera beaucoup ce qui ne favorisera pas la rétention du P.

Dans la colonne d’eau d’un marais, les réactions chimiques associées a la solubilité
du P sont principalement régulées par le fer (Fe) et le Ca dissous (Reddy et al., 1999).
Dans le sol, les processus chimiques qui gérent la biodisponibilité du P sont plus

complexes.

% Phénoméne de mélange actif des couches de sol ou d'eau par les espéces vivantes, principalement

animales.
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Les interactions a I’interface eau/sol constituent un des principaux facteurs qui gére la
production d’un systéme aquatique. La capacité de rétention de P d’un marais naturel
dépend grandement des caractéristiques physico-chimiques de son sol (Reddy et al.,
1999). Lorsque la concentration de phosphore inorganique dans 1’eau est supérieure, a
celles retrouvées dans le sol et dans les eaux interstitielles des fonds sédimentaires, le
P inorganique du sol est retenu par les oxydes et hydroxydes de fer et d’aluminium
ainsi que par le carbonate de calcium (CaCO3) présents dans le sol (voir section 2.3 Je
cycle du phosphore). Lorsque la charge en P d’un systéme est faible, le sol d’un étang
relargue du P plutét qu’il n’en retient (Khalil ez al., 1977; Logan, 1982; Richardson,
1985).

La sorption est un terme englobant a la fois I’absorption, caractérisée par la fixation
(par diffusion) et la transformation chimique d’une molécule (gazeuse ou aqueuse) a
lintérieur d’un composé solide, et ’adsorption, caractérisée par la fixation d’une
molécule a la surface d’un composé solide. La molécule fixée est alors non
biodisponible. La désorption est le processus inverse par lequel les molécules se
détachent du substrat. La sorption est généralement pergue comme un processus a
deux étapes avec une premiére phase rapide correspondant & la rétention de la
molécule sur la surface solide et une deuxiéme phase plus lente correspondant a sa

diffusion a I’intérieur de 1’élément solide (Barrow, 1983; Portielje et Lijklema, 1993).

La sorption du P soluble sur des particules de matiere en suspension contribue de
maniére significative au transport du P dans les zones affectées par I’agriculture

(Sharpley et al., 1981) et I’aquaculture.

De part la complexité du sol, il n’est pas possible d’attribuer la rétention du P dans le
sol & un minéral en particulier. De nombreuses études (Syers et al., 1973; Berkheiser
et al., 1980; Bostrom et al., 1982; Logan, 1982; Sonzogni et al., 1982; Froelich,
1988; Sanyal et DeDatta, 1991) s’entendent pour dire que de plusieurs phosphates
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minéraux tel que ’apatite, I’hydroxyapatite, la fluorapatite, et la variscite participent
a la solubilité du P dissous a I’interface eau/sol (voir figure 2.1.2.1). Les conclusions
générales des études précédemment mentionnées soutiennent que (1) dans un sol
acide le P est principalement fixé sous forme de phosphate d’aluminium et de
phosphate ferrique si la présence de ces cations est importante (2) dans un sol alcalin
la fixation du P est principalement régulé par la présence de Ca et Mg, (3) la
disponibilité du P est plus grande sur un sol dont le pH varie de 1égerement acide a
neutre (Reddy et al., 1999).

2
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Figure 2.9 : Solubilité des phosphates de calcium, fer et aluminium. Dicalcium de phosphate
anhydre (CaHPQ,), dicalcium de phosphate dihydraté (CaHPO,-2H20), octocalcium de
phosphate (Ca,H(PO,);, hydroxyapatite (Ca o(PO,)s(OH) ), fluor-apatite Cao(PO4)s(F) ), B-
phosphate de calcium tribasique (§-Ca;P0,), variscite (AIPO,), strengite (FePO,)

(Tiré de 'Institut agronomique et vétérinaire Hassan II : www.iav.ac.ma/agro/dss/chimiesol/chap3.htm)

La mobilité¢ du phosphore dans le sol dépend du pouvoir tampon de celui-ci et de sa

capacité a retenir le phosphore. La capacité de rétention du phosphore fait référence
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au nombre maximal de sites disponibles dans le sol pour lier le P et le rendre non
labile®. Elle est également désignée dans certains articles comme « capacité tampon
du sol pour le P », analogue au pouvoir tampon du pH (Froelich, 1988). La capacité
maximale de rétention du P est atteinte lorsqu’il y a saturation des sites de sorption.
Les sols ayant peu d’ions de Fe et Al atteignent rapidement la capacité maximale de
rétention du P. De plus, la corrélation significative (p<0,01) et positive entre Spax
(sorption maximale du P) et TOC (carbone organique total) suggére un effet indirect
de la matiére organique liée aux particules de Fe et d’Al sur la sorption du P (Syers et
al., 1973). La réduction du fer en composés d’hydroxyde ferreux - résultat de
I’utilisation par les microorganismes du sol des composés ferriques comme
accepteurs d’électrons pour leurs besoins métaboliques en absence d’oxygéne —
augmente le nombre de sites disponibles pour la chélation® du P. Cependant, méme si
la réduction du fer entraine une hausse de surfaces disponibles pour la sorption du P,
I’énergie de liaison associée a la sorption est faible et le risque de désorption élevé
(Patrick et Khalid, 1974). En condition oxydée, la capacité de sorption est réduite
(moins de sites disponibles), mais le P lié au sol est attaché plus solidement qu’en
condition réduite. Dans un étang, le P de la colonne d’eau doit diffuser dans le sol
avant de pouvoir étre fixé par celui-ci. Ce processus se produit uniquement lorsque la
concentration en P de la couche interstitielle entre le sol et la colonne d’eau est plus

élevée que la concentration de P dans le sol (Reddy et al., 1999).

L’oxydation des couches supérieures du sol est influencé par (1) la demande en
oxygene des microorganismes du sol (taux de consommation de 1’oxygene) et (2) la
production d’oxygéne par les algues du périphyton (Reddy et al, 1999). Les
fluctuations d’oxygene couplées a la présence d’ions ferriques régissent les échanges

de P soluble entre le sol et I’eau de la couche interstitielle. La couche oxydée du sol

3 Synonyme: non mobile
* Processus processus physico-chimique au cours duquel est formé un complexe, le chélate, entre un

ligand, dit chélateur {ou chélatant), et un cation métallique, alors complexé, dit chélaté.
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fonctionne comme un puits potentiel pour le P des couches inférieures réduites
diffusant vers le haut ainsi que pour le P de la colonne d’eau diffusant verticalement

vers le sol (Sundby et al., 1992; Moore et Reddy, 1994; Scinto et Reddy, 1995).

2.2.3 Processus biologiques de rétention du phosphore

La végétation submergée (macrophyte) peut altérer les conditions physico-chimiques
qui prévalent dans un étang causant alors une précipitation chimique (Reddy et al.,
1987). L’absorption de P par les plantes est minimale en riviére, toutefois les plantes

peuvent jouer un role important dans la fixation du P et son stockage dans un marais.

Méme si le P de la colonne d’eau n’est pas directement assimilé par les plantes, une
absorption active au niveau des racines du sol favorise la création d’un gradient de
concentration de I’eau interstitielle vers le sol, augmentant ainsi la rétention du P dans

le sol (Davis, 1982).

La végétation émergente fourni un stockage a court terme du P en absorbant celui du
sol au niveau des racines et en le stockant dans les feuilles. Celui-ci est alors non
biodisponible. A I’automne les parties mortes tombent et se déposent au fond des
bassins. Ces débris végétaux sont sujets & une décomposition aérobie et/ou anaérobie,
dépendamment de la géologie et de I’hydrologie du sol ainsi que des sources
alternatives d’accepteurs d’électrons que I’on y trouve (D’Angelo et Reddy, 1994 a,
b). La décomposition des tissus végétaux morts par les microorganismes du sol
retourne le P dans la colonne d’eau. Celui-ci est alors de nouveau biodisponible. Dans
un systéme ou la charge en nutriments est élevée, jusqu’a 80% du P accumulé dans
les macrophytes est relargué dans la colonne d’eau suite au lessivage et 4 la
décomposition des tissus morts (Reddy et al., 1995). Cependant, avant la sénescence

de Pautomne une partic importante des nutriments de la plante est déplacée des
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feuilles vers les racines pour y étre stockée. Le P absorbé par la plante n’est donc pas
entiérement retourné dans la colonne d’eau. Suite a la décomposition des racines

mortes, le P est stocké dans le sol.

Le périphyton’ peut jouer un role majeur dans la régulation des concentrations du P
de la colonne d’eau (Reddy er al., 1999). Le périphyton absorbe & la fois du
phosphore en provenance du sol et de la colonne d’eau (Hansson, 1989) autant sous
forme organique, qu’inorganique (Bentzen et al., 1992). Le périphyton peut induire
des changements marqués au niveau du pH et de la concentration d’oxygene dissous
dans la colonne d’eau et a I’interface eauw/sol (Carlton et Wetzel, 1998). Ces

changements peuvent potentiellement influencer la solubilité du P.

Le périphyton est reconnu pour participer a la précipitation du CaCO; (Gleason,
1972) et pour co-précipiter le P (Otsuki et Wetzel, 1972). Dans un systéme ou
Iactivité du Ca®* est importante, les changements de pH induits par le périphyton
favorisent la co-précipitation du P associé au CaCO; a l'intérieur de I’entrelacs du
périphyton. Le complexe Ca-P est éventuellement incorporé au sol tel que le suggere
la corrélation linéaire entre ’accumulation a long terme de P et de Ca (Reddy et al.,

1993).

Une étude (Scinto et Reddy, 1995) sur les Everglades de Floride rapporte que moins
de 20% du P du périphyton est associé¢ aux ions Ca et Mg. Le reste se trouve sous

forme organique ce, qui suggére une assimilation active du P par le périphyton.

* Ensemble de microorganismes aquatiques qui vivent attachés sur un substrat immergé. Certains
auteurs utilisent ce terme pour désigner uniquement les algues, les cyanobactéries et diverses autres
bactéries tandis que d’autres auteurs I'utilisent en faisant référence & I’ensemble de la microflore et de

la microfaune attaché sur un substrat. Dans ce cas-1a le mot est synonyme de benthos.
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Dans un étang ou I’activité du périphyton est importante, la plupart du P de la
colonne d’eau est recyclé dans le compartiment périphytique du systeme (Wetzel,
1990). Dans ces conditions, peu de P provenant de la colonne d’eau est assimilé par
les macrophytes. En effet, le périphyton formant un réseau dense absorbe et relargue
le P de la colonne d’eau empéchant celui-ci de diffuser librement dans le sol. De plus,
les flux de P du sol vers la colonne d’eau sont aussi influencés par la présence du
périphyton car celui-ci incorpore la majeure partie du P se trouvant & [’interface
eau/sol. Le P relaché par la décomposition des débris cellulaires végétaux accumulés

sur le sol est activement absorbé par la masse de périphyton (Carlton et Wetzel, 1988).

Le phytoplancton pélagique permet, lui aussi, de stocker une certaine quantité de P
soluble dans la colonne d’eau (Smith, 1990). En assimilant le P minéral, le
phytoplancton contribue a diminuer la concentration d’orthophosphates de I’eau.
Lorsque les conditions sont propices & son développement (bloom
phytoplanctonique) le temps de division des cellules phytoplanctonique et d’environ
3 heures ce qui permet d’augmenter massivement le nombre de cellules présentes
dans un plan d’eau et par le fait méme I’assimilation du P (Holtan ez al., 1988; Lareau,
2009). Toutefois, si le débit est important, le phytoplancton en suspension dans la
colonne d’eau sera emporté a I’effluent, contribuant & augmenter la concentration de
P total des rejets. Néanmoins ce P se trouvant a [Pintérieur des cellules

phytoplanctonique, celui-ci est non-biodisponible pour le milieu récepteur.

Le role des microorganismes dans la transformation du P organique en P minéral est
reconnu depuis longtemps. Les microorganismes (bactéries principalement)
catalysent la minéralisation du P organique et stockent de fagon transitoire le P dans
leur biomasse pendant leur période de croissance. Dans les sédiments, la
concentration de P de la biomasse bactérienne est fortement corrélée a la production
primaire et la vitesse de décantation de la matiére organique (Gachter et Meyer, 1993).

Méme si de fagon générale les bactéries sont considérées comme des décomposeurs,
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elles peuvent également réguler les flux de P a I'interface eau/sol (Kleeberg et
Schlungbaum, 1993) et participer & I’enfouissement du P par la production de
composés de P non labiles (Gatcher et Meyer, 1993). La formation de composés de
polyphosphates dans leurs tissus, permettent aux bactéries de survivre dans un
environnement ou s’alternent des conditions d’oxydation et de réduction (Davelaar,
1993). Cette formation de polyphosphates peut influencer significativement les
concentrations de P de la colonne d’eau en fixant le P lorsque les concentrations sont
élevées et en relarguent le P lorsque les concentrations sont faibles. Des études
(Elwood et al., 1981; Newbold et al., 1983) ont démontré que dans un cours d’eau
forestier entre 80 et 91% du P retenu était attribuable a une assimilation par les
microorganismes, le reste étant retenu par des processus abiotiques. De méme, pres
de 60% du P retenu est attribuable aux microorganismes dans un systtme de

traitement par marais (Lee ef al., 1975; Sloey et al., 1978).

2.3 Le cycle du phosphore et ses différentes formes

2.3.1 Cycle biogéochimique du phosphore

La transformation du phosphore organique en phosphore minéral (inorganique) est
assurée par des bactéries (Eubacillus et Bacillus) et des champignons
(Saccharomyces et Penicillium). C’est principalement dans le sol qﬁ’é lieu cette
transformation, car c’est la qu’on y trouve la plus grande concentration de ces
organismes; le sol servant de substrat pour leur développement. L’activité catabolique
des bactéries et des champignons dégrade les composés organiques complexes en
plus petites unités jusqu’a la production de phosphore minéral (H,PO, et HsPO,™).
Le P inorganique ainsi produit s’associe a des formes amorphes et cristallines de Fe,

Al, Ca et Mg du sol (Reddy et al., 1999). Le P minéral se fossilise pour devenir de
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’apatite (Holtan,, 1988). C’est le processus de diagénése®. Les apatites forment une
famille de phosphates hexagonaux dont la composition est trés variable. Les plus
répandus sont les hydroxyapatites, les chloroapatites et les fluoroapatites :
Cas(PO4)3(OH ou Cl ou Fe). La concentration de phosphates dans le sol varie entre
0,02 et 0,1 mg P/cm® (Lafforgue, 1998). Si la couche supérieure du sol est bien
oxydée, notamment grace a la bioturbation, alors le fer de cette zone se retrouve a
I’état d’oxyde ferrique (FeO3) et d’hydroxyde ferrique (HsFeOs) et il fixe trés
fortement le P inorganique par sorption ou complexation, ce qui rend celui-ci non
biodisponible et I’empéche de retourner dans la colonne d’eau (Bourque, 2009).
L’oxyde ferrique et ’hydroxyde ferrique étant insolubles ils précipitent le P et le
fixent sous forme particulaire dans le sol. Il y a ainsi enfouissement du P. Par contre,
si la couche superficielle du sol devient anaérobie (manque d’O,), les hydroxydes
ferriques sont réduits par les microorganismes (Bourque, 2009). Le fer devient
bivalent’ et se retrouve sous la forme d’oxyde ferreux (FeO), d’hydroxyde ferreux
(Fe(OH),), de carbonate ferreux (FeCOs3), de bicarbonate ferreux (Fe(CO3;H),) ou de
sulfure de fer (FeS). Il libere alors le phosphore auquel il était li¢. Toutes ces formes
étant insolubles, le Fe et le P dissous diffusent librement du sol vers la colonne d’eau
(Bourque, 2009). Les hydroxydes de manganése (Mn) étant réduits avant les
hydroxydes ferriques, I’apparition du Mn dans 1’hypolimnion est un signe précurseur
de I’apparition du Fe et du P (Bourque, 2009). Si la couche de sédiments a I’interface

eau/sol est a nouveau bien oxygénée, le processus se répéte.

La minéralisation du P dans le sol est abondante en surface et décroit en profondeur
car 'oxygéne s’y fait plus rare. De méme, la concentration de P total est plus
importante dans les couches superficielles du sol et décroit également en profondeur.

Toutefois la concentration de P dissous est, quant a elle, faible a I’interface eau/sol et

® Ensemble des processus physico-chimiques et biochimiques par lesquels les sédiments sont
transformés en roche sédimentaires

’ Bivalent: Fe*, trivalent : Fe**
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plus importante en profondeur. En effet, le P dissous dépend grandement des

propriétés physico-chimiques de la couche limite (Reddy et al., 1999).

Le taux de minéralisation du P organique est régit par la disponibilité des éléments
labiles et non labiles (ions, métaux, composés organiques et autres). L’équilibre entre
les processus de minéralisation et d’immobilisation du P (séquestration du P dans la
biomasse bactérienne) dépend du ratio C/P de la matiére organique et du type
d’accepteurs d’électrons impliqué dans la décomposition (aérobie vs anaérobie). En
effet, le taux de minéralisation du P organique est approximativement trois (3) fois
plus important dans un sol incubé en conditions aérobie que dans un sol incubé en
conditions réduites en nitrate, sulfate et bicarbonate (Reddy et McLatchy, 1996). Ces
trois derniéres étant toutes des conditions anaérobies mais avec des accepteurs

d’électrons différents.

La minéralisation du P est également affectée par la production d’enzymes
extracellulaires tel que la phosphatase. Ainsi, la mesure de I’activité enzymatique

donne une indication du potentiel de minéralisation du P (Golterman, 1984).
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Les principales relations du cycle biogéochimique du P sont illustrées a la figure 2.10
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Figure 2.10 : Cycle biogéochimique du phosphore (adapté de www.previmer.org)
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2.3.2 Formes de phosphore

Dans un systéme aquatique on retrouve le phosphore sous quatre formes :

DIP : P inorganique dissous (dissolved inorganic phosphorus) ~ }  biodisponible
DOP : P organique dissous (dissolved organic phosphorus)
PIP: P inorganique particulaire (particulate inorganic phosphorus) » non-biodisponible

POP : P organique particulaire (particulate organic phosphorus)

Dans la plupart des cas, pour étre assimilable par les microorganismes, le phosphore
particulaire doit étre transformé en phosphore dissous et le P organique doit étre
transformé en P inorganique. Le DIP est généralement considéré comme

biodisponible.

Le phosphore organique est associé a la matiére provenant d’organismes vivants. Il
peut étre facilement biodégradable (DOP,,: rapidly biodegradable P), c’est ce qu’on
appelle également le phosphore labile, ou au contraire lentement biodégradable
(DOPs : slowly biodegradable P), c’est ce qu’on appelle le phosphore réfractaire. La
partie facilement biodégradable du P est constituée d’acides nucléiques, de
phospholipides et de sucres phosphatés. La partie lentement biodégradable du P est
constituée de composés plus complexes tels que les phosphates-phytine inositol

(Reddy et al., 1999; Tchobanoglous, 2002).

En milieu naturel, le sol des marais est généralement caractérisé par un contenu en
matiere organique élevé. La MO représente environ 40% (entre 10 et 90%) du P total
(Swift et Posner, 1972; Brammon and Sommers, 1985). La MO associée au
phosphore est principalement composée d’acides fulviques et humiques. La plupart
des études se concentrent sur les formes inorganiques de P, considérant les sources de

P organique moins importantes puisque la majorité sont lentement biodégradables en
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condition anaérobie. Etant donné la prédominance du P organique dans le sol, la
minéralisation du P joue un rdle majeur dans la formation d’un bassin de P

biodisponible.

Certains auteurs proposent un fractionnement du phosphore en fonction de la

méthode utilisée pour sa détermination (voir figure 2.11).

from— Sample
Wbt fitiation
i
Ftteation t
ﬁ’mmﬁ'w?&:; ﬁ‘f{eﬁ 1. H,80 iwomw 1. e&t
membrar v 4. Digestion
soiotimetry 2. Coior%mry 2. Coicdmery
i
A i € +
Total
reactive ; Yota!
phosphorus hrB phosphorus
i {
HrBA o (A B
i |
- i ? OUEANIL
 phasphonus bmggﬁws

; 1. #,50, hwdrolvsis 4 Dig a
L, R NI,
1€ pisoived L S
foactive. : E®F . dinseived
phosphores 1 41 phosghorus:
T T
E4FJ~E E=EF,
N A i
T vissotved. " pisspives
2o fedrotyaabile Drgenic
phosphonis phosm«usf
. - G = total suspended pRosphorus
oo gwg = amw'zmrm
b B = F i Slisponded acid-tydrolyzatie phodjtionss
e 03 H = Guspended organke phosphors

Figure 2.11 : Formes de phosphore en fonction de la méthode utilisée pour sa détermination

(APHA, 2005)



36

Le phosphore réactif dissous (DRP: dissolved reactive phosphorus) est
principalement composé de P inorganique dissous. En effet, le P organique dissous
étant majoritairement formé de composés lentement biodégradable, celui-ci est peu
réactif. Afin de simplifier la présente €étude, on assumera donc que DRP = DIP. Le

DIP est mesuré par la concentration des orthophosphates du filtrat.

2.4 Eutrophisation du milieu aquatique

2.4.1 Phénoméne d’eutrophisation

Le principal probleme causé par le phosphore est I’eutrophisation des milieux
aquatiques. L’ apport excessif de nutriments (et particuliérement de P) conduit a une
hyper fertilisation du milieu ce qui augmente la production primaire (Khan et Ansari,
2002). En effet, la croissance des végétaux est généralement limitée par la présence
de P. Une plus grande disponibilité¢ de P favorise donc leur développement. Pour les
eaux de surface une concentration excédant 0,05 mg P/L est synonyme

d’eutrophisation (Hinesly et Jones, 1990).

Au Québec, le critére pour la prévention de 1’eutrophisation des cours d’eau est fixé a
0,03 mg P/L. Toutefois, la majorité des riviéres (15 sur les 27 étudiées) ont une
concentration en P total supérieure a la limite établie par le MDDEP (Gangbazo,
2005). Dans certaines rivieres, la concentration est de deux (2) a six (6) fois

supérieure au critére (Gangbazo, 2005)

Le développement des microorganismes aquatiques est largement influencé par le
ratio C-N-P présent dans leur environnement, également appelé rapport de Redfield.

Le phytoplancton est généralement composé d’un ratio N/P de 16/1. Sa croissance est
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donc favorisée dans un milieu ol les ratios N sont élevés. Dans 1’élevage du doré, par
exemple, on utilise un ratio N/P de 20/1 afin de stimuler la croissance du plancton.
Toutefois ce rapport est toxique pour la plupart des plantes aquatiques (Lareau, 2009).
Les rejets piscicoles ont un ratio N/P d’environ 2/1 ce qui favorise certaines plantes

aquatiques et cyanobactéries.

Le développement végétal en présence d’un excés de P constitue un bloom
phytoplanctonique®, conduisant & un bloom zooplanctonique’. L hypercroisssance de
cette biomasse algale forme une couche verdatre a la surface des eaux ce qui empéche
la lumiére de pénétrer et restreint la réoxygénation de I’eau par courant d’air (Beeby,
1995; Rao, 1998). La diffusion de I’oxygeéne de la surface vers le sol est arrétée par la
couche phytoplanctonique. A leur mort, ces organismes sédimentent et sont
minéralisés par les bactéries du sol (Khan et Ansari, 2002). Plus I’efflorescence est
importante et plus la demande en O, sera importante pour les phénoménes de
respiration et de minéralisation. La consommation d’O, devient supérieure & la
production O, ce qui entraine une raréfaction d’oxygeéne et a moyen terme ’anoxie du
milieu ainsi que la perte de biodiversité (Beeby, 1995). A cela s’ajoute la libération
du P par le sol. En effet, en absence de O; le fer réduit ne peut plus se complexer avec
le P présent et libére le P initialement stocké. Le plan d’eau regoit alors un apport

supplémentaire de P dissous qui ne fait qu’alimenter le phénomeéne d’eutrophisation.

¥ Phytoplancton : ensemble des organismes autotrophes par rapport au carbone (végétaux + certaines
bactéries telles les cyanobactéries) vivant en suspension dans un milieu aquatique. C’est la base de la
chaine alimentaire.

® Zooplancton : ensemble de la microfaune (organismes animaux) vivant en suspension dans un milieu

aquatique et se nourrissant de phytoplancton.
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2.4.2 Définition des termes

Un plan d’eau oligotrophe'® est caractérisé par des concentrations entre 5-10 pg/L de
phosphore, des concentrations d’azote entre 250-500 pg N/L et des concentrations de
chlorophylle a (chl a) entre 1-3 pg/L. (MDDEP, 2009). La production primaire
moyenne d’un lac oligotrophe se situe entre 50-300 mg C/m%our. Un plan d’eau
mésotrophe est, quant & lui, caractérisé par des concentrations en phosphore entre 10-
30 pg P/L, des concentrations d’azote entre 500-600 pg/L et des concentrations de chl
a entre 3-8 pg/L. (MDDEP, 2009). La production primaire d’un lac mésotrophe se
situe entre 300 et 1000 mg C/m?jour (Parent, 2009). Finalement, un plan d’eau
lIégeérement eutrophe, présente des concentrations de phosphore variant entre 10 et 30
ug P/L, des concentrations d’azote de 600-1100 pg N/L et des concentration de chl a
supérieures a 8 pg/L. La production primaire d’un lac eutrophe se situe, quant a elle,

au dessus de 1 g C/ m? jour (Likens et al., 1997).

2.4.3 Causes de ’eutrophisation

La principale cause de I’eutrophisation d’un plan d’eau est I’apport excessif en
nutriments et particuliérement en phosphore. Les sources de phosphore sont multiples.

Certaines sont naturelles, d’autres anthropiques'".

L’élevage de bovidés, les porcheries, les laiteries, les fermes, les papetieres et les
terrains de golfs sont parmi les sources de phosphate les plus communes (Khan et

Ansari, 2001; Lareau, 2009). Le phosphore contenu dans les excréments d’animaux

10 . . s . .
Se dit d’un milieu, généralement une masse d’eau, clair, pauvre en nutriments et en humus. On y

trouve peu de matiére organique et une forte teneur en oxygéne dissous

" Relatif & I'activité humaine. Qualifie tout élément provoqué directement ou indirectement par l'action

de I'homme.
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est répandu comme fertilisant sur les terres et se dissous avec les eaux de
ruissellement pour aboutir dans un cours d’eau. Les rejets liquides sont quant a eux,
directement déversés dans le cours d’eau et peuvent contenir d’importantes
concentrations de P. L’extraction et la transformation miniére sont une autre source
de P pour les rivieres et les plans d’eau proches de ces activités (Khan et Ansari,
2001). Les eaux usées municipales et industrielles contiennent des concentrations en
phosphate élevées dont 50% provient des déchets humains et 20-30% des détergents.
L’épandage d’engrais agricoles et 1’utilisation de pesticides sont aussi une source

non-négligeable d’apport en phosphore et autres nutriments.

De maniere naturelle, les principales sources de P sont I’érosion des roches, le
lessivage des sols, les feux de foréts, la pluie et la décomposition de la matiére

organique (Khan et Ansari, 2001).

Pour P’industrie piscicole I’apport principal de P provient de la moulée donnée en
nourriture aux poissons. Dans une moindre mesure, les sources d’eaux de surface,
I’infiltration souterraine des bassins piscicoles et 1’érosion du sol des bassins causée
par la turbulence des poissons et les systémes d’aération des étangs sont également

des voies d’introduction de P dans la pisciculture.

2.4.4 Conséquences de I’eutrophisation

Les changements de conditions qui entrainent I’eutrophisation d’un plan d’eau se
reflétent dans la densité, la diversité et le modéle de distribution des communautés

biotiques (Tiwari, 1998).

Lors d’un bloom phytoplanctonique, la plus grande partie de la lumiére est absorbée

par la masse algale développée, ce qui cause un déclin au niveau des macrophytes
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immergés. En effet, il n’y a plus assez de lumiére qui pénétre au fond pour assurer la
photosynthése des plantes. La présence d’espéces végétales rares décroit et les
espéces mésoeutrophes et hypereutrophes croissent rapidement (Van Dam et Mertens,
1993). Les marais dont les concentrations en nutriments sont importantes sont
caractérisés par une diversité plus faible de plantes vasculaires et une augmentation
des concentrations d’algues filamenteuses (Thiebaut et Muller, 1998). Certaines
plantes comme Potamogetum maackianus ont développé une stratégie d’adaptation
face a ce stress de lumiére qui consiste & accélérer 1’élongation des pousses centrales

et latérales afin d’aller chercher un maximum de lumiére en hauteur (Ni ef al., 2000)

L’eutrophisation conduit a un taux de mortalité précoce et rapide des poissons (Khan
et Ansari, 2002). En effet, les faibles concentrations d’oxygéne dissous, résultant de
son utilisation par la biomasse bactérienne dégradant les débris cellulaires déposés sur
le fond, ne sont pas suffisantes a la respiration des poissons, causant leur mort de

facon massive (Murphy, 2002) et modifiant le ratio prédateur : proie des poissons.

L’augmentation du P favorise également la production des diatomées'? (Foy et al.,

2003) lesquelles sont souvent employées comme bioindicateur™ de pollution.

La croissance excessive d’algues rend 1’eau inapte a la baignade dans les lacs et les

riviéres, réduit les possibilités de péche sportive par manque de poisson, et nuit a la

12 Algue unicellulaire microscopique de couleur brune, qui vit dans les eaux douces ou salées, et dont
la membrane est entourée d'une coque siliceuse bivalve.

" Indicateur constitué par une espéce végétale, fongique ou animale dont la présence ou I’état
renseigne sur certaines caractéristiques physico-chimiques, micro-climatiques, biologiques et
fonctionnelles de leur environnement ou sur [’incidence de certaines pratiques. Les effets sont
observables au niveau de lindividu et se traduisent par des altérations morphologiques,

comportementales, tissulaires ou physiologiques.
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navigation des embarcations & moteur — les algues se coingant régulierement dans les

hélices (Khan et Ansari, 2002).

L’eutrophisation des plans d’eau peut également favoriser le développement d’algues
tel que les cyanobactéries (algues bleu-verte) dont certaines espéces produisent des

toxines (Falconer, 1989).

Finalement, la présence d’une zone sans oxygene au fond des plans d’eau augmente
la croissance de bactérie anaérobie causant, notamment des odeurs nauséabondes.
Drailleurs, certaines de ces bactéries peuvent aussi affecter la santé humaine

(Falconer, 1989).
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'CHAPITRE 3

MATERIEL ET METHODES

« Avec de la méthode et de la logique on peut arriver a tout aussi bien qu'a rien ».

Pierre Dac, XX™ siecle

3.1 Description du site étudié

La pisciculture retenue pour ce projet est la pisciculture Gilbert Inc. Celle-ci est située
a Ste-Marguerite-de-Lingwick, dans la municipalité régionale de comté (MRC) du
Haut-Saint-Frangois, en Estrie. La MRC du Haut Saint-Frangois s'étend sur pres de
2300 km carrés. L’agriculture demeure son activité principale. Aujourd’hui, on y
trouve plus de 600 fermes. D’ailleurs, la pisciculture Gilbert est bordée par une ferme,
en amont. Cette derniére peut, occasionnellement, contaminer les sources d’eaux qui
alimentent la pisciculture. En effet, aprés un épandage d’engrais dans les champs, les
nutriments en exces sont entrainés avec les eaux de ruissellement et se retrouvent
dans les eaux souterraines qui alimentent les bassins de la pisciculture se trouvant en

aval des champs.

La pisciculture Gilbert Inc. est dédiée exclusivement a la production de truites : la
truite arc-en-ciel et la truite mouchetée. La pisciculture est configurée en bassins
d’élevage avec un systeéme ouvert pour la circulation de 1’eau. Elle posséde 13 bassins
d’élevage, 2 bassins de sédimentation et un bassin de géniteurs (figure 3.1). Certains
de ses bassins ont un fond en terre, d’autres sont bétonnées. Sa production annuelle

est entre 5 et 25 tonnes. Selon les données du MAPAQ, son taux d’enlévement du
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phosphore est de plus de 50% et son temps de renouvellement des eaux de plus de 5
jours.

Au Québec, les piscicultures se caractérisent par une grande diversité au niveau de
leur configuration. Les structures misent en place dépendent essentiellement des
activités du pisciculteur, du degré d’intensification de la production et des especes
élevées. La majorité des installations sont constituées de bassins en terre (production
plus ou moins extensive). On rencontre également des cages flottantes sur le littoral
(production plus ou moins extensive), des enclos dans des lacs (production semi-
intensive ou extensive) et des raceways (production plus ou moins intensive).
Quelques piscicultures peuvent intégrer des bassins bétonnés ou des bassins
rectangulaires en matériaux artificiels (salmoniculture plus ou moins extensive), ou
encore des bassins circulaires pour la maintenance (sous bétis ou en plein air).
Certains éleveurs possédent également une écloserie ou des bassins d’alevinage, ces
installations sont la plupart du temps bétonnées, couvertes et parfois hors sol. Les
piscicultures peuvent avoir un systéme clos avec une recirculation de 1’eau, un
systéme ouvert ol 1’eau ne passe qu’une fois dans les bassins, ou encore un syste¢me
mixte combinant les deux précédant systémes. De plus certaines piscicultures
intégrent un bassin de sédimentation pour favoriser la décantation des rejets solides.

De nombreux sites présentent une combinaison de structures.

La pisciculture Gibert Inc. est une pisciculture typique du Québec. En effet sa
configuration en étangs et sa production extensive sont représentatives de la majorité
des piscicultures québécoises. De plus, elle intégre a la fois des bassins en terre,
bétonnés et de sédimentation ce qui permet d’étudier plusieurs caractéristiques
différentes sans avoir & changer de site. Toutefois, les conditions d’élevage et la
qualit¢ de 1’eau, variant beaucoup d’une entreprise & l'autre, il n’est pas
nécessairement possible de transposer les résultats obtenus dans cette étude a

I’ensemble des piscicultures du Québec. D’ailleurs, la pisciculture Gilbert Inc. se
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distingue de certaines piscicultures québécoises avec, notamment, une température

d’eau dans ses bassins sous les 15°C et aucun bloom algal I’été.

La présente étude porte sur quatre bassins : un petit bassin de terre, un grand bassin
de terre, un bassin bétonné et un bassin de sédimentation, respectivement notés étang

8, 12, 6 et sédimentation #1 (figure 3.1).

Le schéma d’écoulement de la figure 3.1 permet de constater que les bassins étudiés
ne sont pas des bassins de téte. L’eau qui alimente ces bassins est donc une eau usée
dont la charge en nutriments dépend de la production en amont. Les concentrations de
P total obtenues dans la boue et dans I’eau de ces bassins ne proviennent donc pas
uniquement du P contenu dans la moulée distribuée aux poissons, mais également des
concentrations en P de I’affluent. De plus, étant donné que les tuyaux qui relient les
différents bassins entre eux sont enterrés et immergés, il n’est pas possible de
caractériser avec exactitude les affluents et effluents des bassins. Il est probable de
croire qu’a production €gale, un bassin de téte ayant un affluent d’eau neuve aurait
une charge en P plus faible qu’un bassin situé en aval de la pisciculture et recevant un
affluent d’eau usée. Le bassin de sédimentation devrait également avoir une charge
élevé en P puisqu’il regoit les effluents de neufs bassins de production situés en
amont. L’effet de la charge en P de I’affluent du bassin 12 sera réduit car les
concentrations de P seront diluées dans ce bassin dont le volume est plus de 16 fois

supérieure au bassin 8.
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Les bassins ont été sélectionnés en fonction de caractéristiques précises pour les

différentes parties du projet (tableau 3.1).

Tableau 3.1: Caractéristiques des étangs

Nomdes Nature du Présence de Longueur Largeur Profondeur Volume
3

bassins fond poissons m m m m
6 - Bétonné Oui 14,2 7,2 1,45 148
8 Terre Oui 26,5 6,1 1,52 245
12 Terre Oui 454 38 24 4140
Sédimentation  Terre Non 16,8 7,6 1,52 194

Le bassin 8 est un bassin artificiel en terre. Ce type de bassin est trés commun dans
les piscicultures québécoises. C’est ce qu’on appelle le bassin « standard». Cet étang
en terre présentait également la particularité d’avoir, en son centre, un cone de
sédimentation placé pour évaluer I’efficacité d’un systéme de captage des matiéres
décantables sur I’enlévement du phosphore. Une partie des boues s’accumulait dans
ce cone. Celles-ci étaient enlevées par pompage a chaque semaine. Le cOne avait 1m
de long, sur 1 m de large et Im de profondeur. Il était placé dans le sol, au milieu du
bassin, sous ’aérateur principal (figure 3.2). La présence de ce cOne permet de
comparer des boues relativement vieilles, qui s’accumulent tout au long de ’année,

avec des boues jeunes qui s’accumulent pendant une semaine dans le cone.



47

Figure 3.2 : Cone de sédimentation et son emplacement dans le bassin 8

Les bassins 8 et 6 sont de tailles et de volumes relativement semblables. La
distinction principale entre ces deux bassins réside dans la nature du fond. Le bassin
est 8 est en terre. Celle-ci est de type argileux sur les 30 premiers cm. Le bassin 6,
quant a lui, possede un fond et des versants bétonnés. De plus, le bassin 8 est situé en
aval d’un bassin de production et d’un bassin de stockage des géniteurs, tandis que le
bassin 6 est situé en aval de deux bassins de production. Ces deux bassins sont
positionnés en paralléle et leur effluent se jette dans le bassin de sédimentation. Le
bassin 12 est un bassin en terre, toutefois a la différence du bassin 8, celui-ci est de
taille et de volume beaucoup plus importants (volume bassin 8 : 245 m’; volume
bassin 12 : 4140 m®). Le bassin 12 est situé presqu’a la fin de la pisciculture en aval
de onze bassins de production, un bassin de géniteurs et un bassin de sédimentation.
Finalement, le bassin de sédimentation #1, est un bassin en terre, de volume
semblable au bassin 8 (194 m>). Il recoit les effluents de neufs bassins de production,
d’un bassin de géniteurs et d’une serre. Comme il ne contient pas de poissons, il n’y a
pas de moulée qui est introduite dans ce bassin. Le P provient donc uniquement de

ses divers affluents.
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dimentation

Figure 3.3 : Bassins a I’étude

8: petit basin de terre; 6: bassin bétonné; 12: grand bassin en terre; D: bassin de sédimentation

Les comparaisons entre les différents bassins sont résumées ci-apres :
- Fond du bassin 8 vs cone du bassin 8 : 4ge des boues
- Bassin 8 vs bassin 6 : nature du fond
- Bassin 8 vs bassin 12 : Temps de rétention hydraulique (TRH)

- Bassin 8 vs bassin de sédimentation : absence de poissons
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3.2 Activités réalisées sur le terrain

La méthodologie du projet est principalement basée sur la prise d’échantillons in situ
en pisciculture afin d’étudier divers paramétres physico-chimiques et caractériser la

biomasse présente.

Figure 3.4 : Activités d’échantillonnage sur le terrain
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3.2.1 Fréquence d’échantillonnage

La fréquence d’échantillonnage a été déterminée par quatre (4) critéres :

- les pics de production de poissons durant lesquels on peut s'attendre a un rejet
maximal de phosphore et donc & une activité importante des microorganismes
associés

- la saison froide pendant laquelle il est généralement possible d’observer un
relargage de P des boues accumulées

- lanécessité d’échantillonner sur plusieurs saisons afin d’en déterminer 1’effet

- les difficultés inhérentes a 1’échantillonnage d’hiver

Neuf campagnes d’échantillonnages ont été effectuées :

- Eté: 29 juillet et 13 aott 2008
- Automne : 26 aolt, 10 septembre, 24 septembre, 15 octobre 2008
- Hiver : 4 novembre, 25 novembre 2008, 28 janvier 2009

Plusieurs pré-campagnes ont été effectuées afin de valider la méthode utilisée pour le
prélevement des échantillons et les techniques d’analyses biologiques et physico-
chimiques. Les analyses de chlorophylle a sont comptabilisées a partir du 22 juillet
2008 et les analyses de sol & partir du 25 juin 2008. Le bassin 8 a été échantillonné du
29 juillet 2008 au 10 septembre 2008 uniquement car I’étang a, par la suite, été vidé.
Le bassin 12 a été échantillonné a partir du 15 octobre 2008 seulement car il ne

contenait pas de poissons avant cette date.
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3.2.2 Méthode d’échantillonnage de I’eau

Un échantillon d’eau a été prélevé a chaque campagne. L’eau a été prélevée en trois
points (entrée d’eau, sous I’aérateur de surface et prés de la sortie d’eau) sur trois
hauteurs : 30 ¢cm sous la surface, a mi-hauteur du bassin et 30 cm au dessus des boues
(voir figure 3.4). L’eau a été échantillonnée avec une sonde Multisampler de
Eijkelkamp selon les instructions du fabricant pour un média liquide (voir Annexe 2).
Les neuf (9) prélévements d’eau ont été ensuite mélangés ensemble dans une
chaudiére d’ou a été tiré un échantillon composé variant entre un et deux L qui a
servita aux analyses. Deux ou trois échantillons servant uniquement aux analyses de
chlorophylle a sont tirés directement de la chaudiére. Le processus a été répété dans
chaque bassin. Etant donné les difficultés rencontrées lors de la campagne

d’échantillonnage du 28 janvier 2009, I’eau a été prélevée a un seul point, dans

chaque bassin.

Figure 3.5 : Présentation des points d’échantillonnage des boues et de la colonne d’eau dans un
bassin type
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3.2.3 Méthode d’échantillonnage de la boue et du sol

Trois échantillons de boue et de sol ont été prélevés & chaque campagne (voir figure

3.5).

Type 1 Type 3 Type 2

Figure 3.6 : Echantillonnage de I’eau, de 1a boue et du sol du bassin 8

Le premier échantillon (Type 1) a servi a caractériser les boues accumulées sur le sol
des bassins. La boue étant trés liquide, le premier échantillon a été prélevé avec la
sonde Multisampler de Eijkelkamp configurée pour un média liquide (voir Annexe
2). La sonde a été introduite dans les boues accumulées sur le sol (environ 4-5 cm au
dessus du sol). Un mélange composé principalement de boue mais également de
particules de sol (argile) a été aspiré. Ce mélange a été prélevé en trois points
distincts se situant généralement, prés de ’entrée d’eau, sous I’aérateur de surface et
prés de la sortie d’eau. Ces trois prélévements ont ensuite ét¢ mélangés ensemble
dans une chaudiére d’ou a été tiré un échantillon composé de 500 mL qui a servi aux

analyses.

Le deuxiéme échantillon (Type 2) a servi & établir un profil de sol. Le sol argileux
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étant beaucoup plus dur que les boues, le deuxiéme échantillon a été prélevé avec la
sonde Multisampler de Eijkelkamp configurée pour un média solide (voir Annexe 2)
(figure 3.6). La sonde a été introduite 4 30 ¢m sous la surface du sol. Une carotte
représentant les 30 premiers cm de boue et de sol a été extraite. Les cinq premiers cm
étaient généralement composés de boue, tandis que les 25 autres cm étaient
principalement composés d’argile. Seuls les cinq premiers cm et les cing derniers cm

de la carotte ont été conservés pour analyses.

Figure 3.7 : Echantillonnage du sol avec la sonde Multisampler de Eijkelkamp

Le troisieme échantillon (Type 3) a servi a caractériser les boues qui s’accumulaient
dans le cone de sédimentation de I’étang 8. La sonde Multisampler de Eijkelkamp,
configurée pour un média liquide, a ét¢ introduite dans le céne. Un prélévement

composé uniquement de boue a été aspiré.

Le processus d’échantillonnage des boues et du sol a été répété dans chaque bassin.
Le bassin 8 étant le seul & avoir un cone de sédimentation 1’échantillon type 3 n’a été

prélevé que dans ce bassin (figure 3.5). Le bassin 6 étant bétonné, il n’y a qu’un
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échantillon (type 1) qui y a été prélevé (figure 3.7). Celui-ci était entiérement

composé de boue.

Figure 3.8 : Echantillonnage de 1a boue et de ’eau dans le bassin bétonné

Etant donné les difficultés rencontrées lors de la campagne d’échantillonnage du 28
janvier 2009, le premier échantillon a été prélevé a un seul point, dans chaque bassin.
Le sol étant trop dur, le deuxieme échantillon n’a pas été prélevé. Le cOne ayant été

enlevé du bassin 8 au mois d’aofit, il n’y a pas eu de troisiéme échantillon (type 3).

3.3 Analyses effectuées sur les échantillons de terrain

La température (T°), la conductivité et le pH ont été pris directement dans I’eau de

chaque bassin par une multisonde Horiba 300.

Suite au prélévement, les échantillons d’eau, de boue et de sol ont €té rangés dans des
glacieres réfrigérées par des ice-packs jusqu’au retour au laboratoire. Ils ont alors été

transférés dans des frigos et conservés au noir, a 4°C.
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Les différentes analyses effectuées sont résumées dans le tableau 3.2

Tableau 3.2 : Analyses effectuées sur les différents échantillons

Analyses effectuées eau boue sol Méthode
Densité X r Au labo
Cond., Temp., pH X }In situ avec une sonde

Phosphore (TP, 0-POy) X X
Azote (TKN, NO,, NHy) X

>

Standard Methods (APHA

MT. MVT. MIT X X et al., 2005)

MES, MVES, MIES X

Chlorophylic a X X F 1SO 10260

Microfaune X X Description détaillée ci-

Mésofaune X apres

Al Ca Recommanded
Methods for Manure

Mg, Fe %< Analysis (Sherry et al., 2003

La filtration pour I’analyse des concentrations d’orthophosphates (0-POi), de
nitrates/nitrites (NOy), d’ammoniaque (NH;) et de chlorophylle a (Chl a) a été
effectuée dans les 24 heures suivant la prise de I’échantillon. Les analyses
biologiques ont été effectuées dans les 96 heures. Toutes les autres analyses ont été
effectuées entre deux et sept jours. Les analyses des concentrations de vers, de larves
de chironomides, et de chlorophylle a ont été effectuées en duplicata. Toutes les

autres analyses ont été effectuées en triplicata.

3.3.1 Analyses effectuées sur les échantillons de boue et de sol

La carotte de sol (Type 2) est analysée séparément des échantillons de boues et de sol
(Type 1 et 3). Des analyses chimiques ont été effectuées sur les 5 premiers cm et les 5

derniers cm de la carotte pour déterminer les concentrations en P, Ca, Mg, Fe. Ces
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analyses ont été effectuées par un laboratoire externe, suivant les procédures décrites

dans le Recommanded Methods for Manure Analysis (Sherry et al., 2003).

Avant d’effectuer les analyses, les échantillons boue et de sol sont préparés comme

suit :

Bw N

Sédimentation des boues pendant 30 min dans un cdne Imhof
Mesure du volume des boues sédimentées (pour déterminer la densité)
Enlévement du surnageant

Récupération des boues sédimentées dans un bécher

C’est sur ces boues sédimentées que seront effectuées la majorit€ des analyses

physico-chimiques et biologiques.

Pour déterminer la concentration de P total et de TKN:

1.

Placer le bécher de boues sédimentées sur une plaque agitatrice & vitesse
constante pour homogénéiser son contenu
Prélever 1 mL de boue et analyser suivant la procédure décrite dans le Standard

Methods For the Examination of Water and Wastewater (APHA et al., 2005)

Pour déterminer la concentration en 0-PO4, NO, et NH, :

1.
2.
3.

Prélever environ 30 mL de boues sédimentées

Centrifuger pendant 10 min, a 10 000 rpm et 20°C

Récupérer le surnageant et filtrer & 0,45um

Récupérer le filtrat et analyser suivant la procédure décrite dans le Standard
Methods For the Examination of Water and Wastewater (APHA et al., 2005)
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Pour déterminer les MT, MVT, MIT :

1.

Analyser les boues sédimentées suivant la procédure décrite dans le Standard
Methods For the Examination of Water and Wastewater (APHA et al., 2005)

Pour déterminer la teneur en chlorophylle a :

1.

Selon la référence ISO 10260 (Voir annexe 4)

Pour identifier la mésofaune et déterminer sa biomasse:

14.

15.
16.

17.
18.

Peser une coupelle vide

Déposer entre 5 et 20 g de boue sédimentée dans la coupelle

Peser a nouveau la coupelle (+ boue) pour déterminer précisément la masse de
boue

Vider le contenu de la coupelle dans un bécher de 40 mL

Rincer la coupelle a I’eau

Verser une goutte de boue du bécher sur la coupelle nettoyée

Séparer les vers et les larves de chironomides de la boue avec une pincette

Déposer les vers dans une coupelle propre avec un peu d’eau

. Faire de méme avec les larves de chironomides dans une autre coupelle
. Rincer la coupelle sale
. Recommencer I’étape 8 jusqu’a ce qu’il n’y ait plus de boue dans le bécher

. Les étapes 8 a 13 sont longues et fastidieuses. Elles peuvent demander plusieurs

heures de tavail.

Prendre 2 nouvelles coupelles et les identifier respectivement C (chironomides)
et V (vers)

Mettre les coupelles au four & 105°C pendant 1 heure

Retirer les coupelles du four et les laisser refroidir pendant 20 min. au
dessiccateur

Retirer les coupelles du dessiccateur et les peser

Prendre les vers de I’étape 10, un a un, avec une pincette
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20.
21.

22.
23.
24,
25.
26.

27.
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Déposer délicatement le vers sur du papier absorbant (papier brun) pour enlever
I’excédent d’eau autour du vers

Reprendre le vers et le déposer dans la coupelle seéche identifiée V

Répéter I’étape 19 afin de sécher tous les vers et de les transférer dans la coupelle
séche.

Peser la coupelle avec les vers frais

Mettre la coupelle avec les vers frais au four 2 105°C pendant toute une nuit
Retirer la coupelle du four et la laisser refroidir pendant 20 min au dessiccateur
Peser la coupelle avec les vers secs

Répéter le cycle a partir de 1’étape 19 avec les chironomides (a I’étape 21, mettre
les chironomides dans la coupelle identifié C)

La biomasse est exprimée en mg/g boue ou en mg/ml

Pour déterminer I’abondance de la mésofaune :

1. Déterminer la biomasse des rubifex sp. et des larves de chironomides

2. Déterminer la masse seéche (MS) d’un individu. Dans cette étude les valeurs

ont été prises dans la littérature Tubifex sp : 130 pg/indiv. (Brinkhurst et al.,
1972), larves de chironomides : 200 pg/indiv. (Graneli, 1979)

3. Abondance = Biomasse + (MS)

Pour identifier la microfaune et déterminer son abondance:

1.

Verser 1’échantillon de boue sédimentée a étudier dans un bécher et placer ce
bécher sur une plaque agitatrice pour homogénéiser son contenu

Mettre une goutte de boue sur une lame de microscope

Si la boue est trop épaisse, faire une dilution 1:10

Poser une lamelle sur la goutte et presser trés légérement sur la lamelle avec un
objet pointu tel un crayon pour expulser I’excédent d’air

Observer la lame au microscope a 4X, puis a 10X et 100X

Identifier la microfaune a I’aide d’une clef d’identification
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7. Utiliser le contraste de phase pour voir plus précisément certains détails sur les

microorganismes et faciliter leur identification.

8. Compter le nombre d’individus observés

Pour les besoins de cette étude, les microorganismes identifiés ont été regroupés en

trois (3) grands groupes : flagellés, ciliés et métazoaires.

Afin d’éviter les trop grandes variations au niveau du volume de la goutte

d’échantillon observée au microscope, la méme pipette est utilisée pour toutes les

observations et le volume moyen d’une goutte est mesuré a chaque campagne

d’échantillonnage. Pour ce faire, 10 gouttes d’eau de ladite pipette sont pesées, une a

une, afin d’obtenir la masse moyenne d’une goutte.

Pour déterminer la biomasse de la microfaune:
1.
2.
3.

Prendre des photos des microorganismes a 1’étude

Mesurer leur longueur et leur largeur

Déterminer le biovolume des microorganismes en leur assignant des formes

géométriques simples (Elder, 1979).

Multiplier le biovolume par un facteur de conversion (FC) approprié pour

déterminer la MS (tableau3.3).

Biomasse = MS x Abondance

Tableau 3.3 : Facteurs de conversion pour la microfaune étudiée

Organismes FC

Référence

Flagellés 0,17
Ciliés 0,17
Nématodes 0,24
Rotiféres 0,15

Laybourn, 1976
Laybourn, 1976
Elsas, 1997
Pauli, 1979
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3.3.2 Analyses effectuées sur les échantillons d’eau

Pour déterminer les concentrations de P total, TKN, 0-PQ4, NOy et NH, ainsi que les

MT, MVT, MIT, MES, MVES, MIES :

1. suivre la procédure décrite dans le Standard Methods For the Examination of
Water and Wastewater (APHA et al., 2005)

Pour déterminer la teneur en chlorophylle a :

1. Selon la référence ISO 10260 (Annexe 4)

Il n’y a pas d’analyses de vers et de chironomides dans les échantillons d’eau car ces

organismes n’ont pas été observés dans les échantillons d’eau prélevés.

Pour identifier la microfaune et déterminer son abondance:

1. Suivre les étapes décrites a la section 3.3.1 Identifier la microfaune et déterminer
son abondance en remplagant laboue par I’échantillon d’eau

2. Omettre I’étape 3 décrite & la section 3.3.1 Identifier la microfaune et déterminer

son abondance

Pour déterminer la biomasse de la microfaune:

1. Méme procédure que pour les échantillons de boue
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CHAPITRE 4

POTENTIAL CONTRIBUTION OF MICRO- AND MESOFAUNA
TO PHOSPHORUS RELEASE FROM FISH FARM SLUDGE

“Un esprit est analytique s'il considére les choses dans leurs éléments, il est

synthétique s'il les considére dans leur ensemble”. André Lalande, XX sigcle

Le chapitre suivant présente un article soumis a la revue Aquaculture sur la base des
travaux réalisés dans le cadre de ce projet de maitrise. Parmi les hypothéses de
recherche présentées, I'hypothése 1c portant sur I'effet de 1'dge des boues est celle qui
fait I'objet de cet article. Cette comparaison a donc été réalisée en comparant la
diversité faunistique et les autres parametres physico-chimiques de deux étangs dont
un avait des boues stockées tout au long de la période d'élevage alors que 'autre avait
des boues enlevées d'un cone de sédimentation régulierement (& chaque une ou deux

semaines).
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| 4.1 Abstract

Microfauna (protozoans and small metazoans) and mesofauna (tubificids worms and
chironomids larvae) living at the water/sludge interface directly influence phosphorus
dynamics. This study reports experimental results from an earth pond system used to
culture Brook trout, Salvelinus fontinalis. Samples for biological and physical
chemical analyses were taken from water, sludge accumulating at the bottom of the
pond through the production season (BS) and sludge accumulating in a sludge
collecting device (CS) (which is considered as “young” sludge since it was extracted
every week). The pond was monitored during four months and abundances of
organisms recorded where employed to calculated their potential contribution to
phosphorus mobilization of fish farm sludge by using their phosphorus release
capacity described in literature. Flagellates were the most abundant group in water
and sludge (either BS or CS) and they represented the group with the highest biomass
in BS (390 pg/g sludge). However, the most important biological group in terms of
biomass for the CS was the chironomid larvaes (4.4-10° pg/g sludge). Flagellates and
chironomids larvae showed the highest potential capacity for P release (3,23 and 515
mg P kg sludge™ d”, respectively), which implies that they might be able to mobilize
the whole phosphorus content of BS (290 mg P/kg studge) within less than one day
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and three months to the chironomids and flagellates, respectively. Results also
evidence that the presence of microfauna and mesofauna communities is highly
dependent on the type of sludge considered. Accordingly, CS (one-week-old sludge)
has no presence of chironomids larvaes, small metazoan or tubificid worms, and the
abundances of ciliates and flagellates are much lower when compared to BS.
Therefore, the periodical removal of sludge generated in a fish farm might contribute

to reduce the phosphorus released by micro and mesofauna communities.

4,2 Introduction

Fish farm activities are recognized as a potenfial source for pollution, (Boaventura,
1996; True 2004) which results in significant changes in the physical, chemical and
biological characteristics of the receiving streams (Delgado et al., 1999; Lampadariou
et al., 2008). Nitrogen (N) and phosphorus (P) are the two main pollutants of
aquaculture production (Reddy et al., 1999). Phosphorus causes environmental
concerns since excessive discharge of P to receiving waters leads to water quality

degradation through eutrophication (Reddy et al., 1999, True, 2004).

In Quebec (Canada), flow-through pond systems are the most common type of
aquaculture facility (MAPAQ, 2009). Current legislation in Quebec regarding P
discharge has led to a reduction of the provincial fish production during the last
decade (MAPAQ, 2009). A strategy was developed by the Quebec government in
2003 to quantify and reduce P loadings to the aquatic environment (AAQ, 2003). It
limits the P discharge of a fish farm to 4.2 kg of P released per ton of fish produced.
Thus, reducing P discharge is essential for the continued environmental and economic

sustainability of fish production.
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Phosphorus in fish farms effluents is derived from feces, urine and waste feed
(Ackefors and Enell, 1994; Cho et al., 1994,; Bergheim, 2000; True, 2004) and is
discharged in particulate and dissolved phases. Since 60 to 80% of P excreted by fish
is solid matter (Foy and Rosell, 1991), sludge removal has been proposed as an
efficient way to reduce P discharge in the environment from fish farm activities (Seo

and Boyd, 2001; Cripps & Bergheim, 2000; Cao et al., 2007).

Phosphorus dynamics between sediment and overlaying water is a complex
phenomena since it is governed by both physical-chemical and biological processes.
Accordingly, interactions between phosphorus and soil on aquatic sediments have
shown that sorption and precipitation influence phosphorus transfer from overlaying
water to sediment (Bostrom, 1988; Evan, 2004). Furthermore, sediments with high
specific surface area such as clay particles promote P sorption. Likewise, the sorption
capacity of the sediments has been shown to be proportional to the iron and
aluminum oxyhydroxides content of sediments (Golterman, 1998; McDowell et al.
2001; McGechan 2002). On the other hand, the accumulation of P bound organic
matter (OM) over the bottom transforms the pond sediments. It stimulates microbial
growth (Andersson; 1988; Bloem et al., 1989) and induces the proliferation of small-
size opportunistic species (Pearson and Rosenberg, 1978). Futhermore, enthos and
pelagic microorganisms also play a major role on phosphorus cycle in such scenario
(Reddy et al., 1999; Lampardiou et al., 2008). They assimilate both organic and
inorganic forms of P (Bentzen et al., 1992; Reddy et al., 1999) and promote P
mineralization. They can also induce marked changes in pH and dissolved oxygen
concentration of the water column (Carlton and Wetzel, 1988; Reddy et al., 1999).
Bioturbation by oligochaetes and chironomids larvae also affects P fluxes at the
water/sludge interface (Andersson, 1988). In spite of the potential role that micro and
mesofauna may have on the phosphorus dynamics in aquaculture ponds, little

information is published on the subject.
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The objective of this study was to characterize microfaunal and mesofaunal
communities in an earth pond devoted to trout production. Results on community
characteristics (abundance and biomass) were used to assess the biological groups
which might contribute to the greatest extent to P release based on P release data from
literature. Pond operational strategies are also discussed in order decrease biological
contribution for phosphorus release. The originality of this approach is that it
characterizes micro- and mesofauna directly in the production pond and not

downstream.

4.2 Materials and methods

4.2.1 Site and pond description

This study was carried in a flow-through pond fish farm located in south-eastern
Quebec (Canada). The facility is entirely devoted to Brook trout production
(Salvelinus fontinalis) like most of the fish farms in Quebec. The fish farm uses a few
surface water sources, but relies mainly on ground water. Since most of the drainage
area upstream the trout farm is agricultural land, the water sources are nitrogen and
phosphorus enriched part of the year. The farm operates concrete and earth ponds. It
has thirteen production basins, a spawner earth pond and two sedimentation ponds.
The studied pond was dug in clay. It is 27 m long, 6 m wide and 1.5 m deep, with a
total volume of 243 m’. Its sludge is shovelled out once a year. Two production
ponds are located upstream the studied pond. At the beginning of the study period
two water sources were discharged in the pond: ground water and the effluent of the
upstream ponds. After a few weeks the effluent of the upstream ponds was blocked
and the studied pond was only fed with ground water. Therefore, inflow varied from

140 to 335 m*/day throughout the study. The total production of the pond was 800 kg
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of fresh weight for the study period. Furthermore, a sedimentation cone was placed in
the surveyed pond to asses the efficiency of a solids collecting system on removing
particulate phosphorus. Cone sludge was pumped out weekly. The efficiency of the
cone on collecting solids generated during fish production is out of the scope of the

present paper and is described somewhere else (Le Frangois et al., 2009).

e 9 o
o ©
o ©
— — @ ———
[] [)
Trout production pond Trout production pond Studied pond Sedimentation pond

® Water sample ©  Cone sludge (CS) @ Bottom sludge (BS)

Figure 1. Fish farm configuration and sampling methodology

4.2.2 Water samples

Water samples were collected four times between July and September 2008 using an
Eijkelkamp multisampler (core sampler) set to collect water samples. Samples were
taken at three depths (30 cm from the surface, mid-depth and 30 cm above the
bottom) at three sampling spots along the length of the pond (inlet, mid-section and
outlet) (Figure 1). Water samples were then combined and treated as a composite
sample representative of the pond water. The composite sample was preserved in a
cooler for transport. At the lab facility, it was divided in two subsamples one of
which was filtered over a 0.45 pm nitrocellulose membrane filter (Millipore). Both
subsamples were then stored in the dark at 4 °C. Lab analyses were carried out within

one week.
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4.2.3 Sludge samples

Two types of pond sludge samples were collected: bottom sludge (BS) and cone
sludge (CS). Bottom sludge (BS) was collected using the Eijkelkamp multisampler
set to collect solid samples) at three points along the length of the pond main axis:
inlet, mid-section and outlet (Figure 1). The sampling device was introduced just
above the surface of the clay bottom (first 5 cm). A mixture of soil and sludge (faeces
and uneaten food) was therefore collected at each sampling point. BS samples were
then mixed and treated as a composite sample representative of the solids
accumulated at the bottom of the pond. Cone sludge (CS) consisted of sludge that
accumulated during the week in the sedimentation cone located in the middie of the
pond just under the surface aerator. The multisampler was introduced in the cone and

a representative sample of the sludge that accumulated was taken.

Both types of sludge samples were preserved in a cooler for transport. At the lab
facility, they were subjected to a 30 min. settling process prior to analysis. The
volume of the settled sludge was measured and its density calculated. The supernatant
was removed and the remaining solids collected. A portion of the remaining solids
was centrifuged at 10 000 rpm for 10 min and then filtered over a 0.45 pm
nitrocellulose membrane filter (Millipore). Filtered and non filtered sludge samples
(BS and CS) were stored in the dark a 4 °C. Lab analyses were carried out within the

week after sampling.

4.2.4 Physico-chemical analyses

Temperature (T), pH and conductivity (Cond.) were measured in situ using a Horiba
300 multiprobe. Total phosphorus (TP), total Kjeldhal nitrogen (TKN), soluble
reactive phosphorus (SRP), nitrate/nitrite (NOx) and ammonia (NH4) were
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determined in water and sludge samples. All chemical analyses were carried out
according to Standard Methods (APHA et al., 2005). For TP and TKN determination,
5 mL H,SO4 were added to 20 mL water samples or to 1 mL sludge samples. SRP,
NOy and NH; determinations were carried out on water and sludge filtered samples.
Chlorophyll a (Chl a) was determined according to the method ISO 10260. Total
solids (TS), inorganic solids (IS), total suspended solids (TSS) and inorganic
suspended solids (ISS) were analyzed according to Standard Methods (APHA et al.,
2005). TS and TIS were carried out on water and sludge samples. TSS and ISS were

analyzed on water samples only.

4.2.5 Microfauna analysis

Flagellates, ciliates, rotifers and nematodes were counted on fresh samples within 24
hours after field sampling using a Zeiss microscope at 100-400X magnification.
Random samples of 10 individuals per group were photographed and then measured
for biomass calculations using the Axio Vision software (Zeiss, Germany). Dry
weight (DW) of each group was determined from volume calculations by measuring
the length and maximum width (squared) on 10 randomly-selected individuals per
group. Biovolumes were estimated by assuming simple geometric shapes, ellipsoid or
spheroid, as recommended by Edler (1979). Biovolumes were then multiplied by a
conversion factor to give dry weight in pg/cell (Warwick, 1984). Biomass (ug/L or
pg/g fresh sludge) was determined by multiplying DW by the abundance. Only
flagellate sizes from 5 to 20 um and ciliate sizes from 30 to 60 um were used to

calculated biovolumes. Other sizes were ignored because of their scarcity.
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4.2.6 Mesofauna analysis

Chironomids larvae and tubificid worms were manually separated with tweezers from
a known volume of sludge. They were put in freshwater vessel for cleaning and then
placed on a paper towel to remove excess water prior to fresh weight measurement.
Specimens were then dried at 105°C for 24 h and weighed to determine their dry
weight. Biomass was expressed in mg dw/g fresh sludge and abundance in indiv/g

fresh sludge.

4.2.7 Statistical analysis

Sludge samples represented a unique set of conditions at each sampling date with no
true replication. To show whether mean BS and CS differences were larger than
could be explained by variability in measurement and seasonal differences, we
calculated the BS-time and CS-time interaction from a repeated measures ANOVA
test with the general linear model (GLM) procedure using the Statistica software
(StatSoft®, 2008). A ‘significant difference’ (with P < 0.05) between BS/CS was one
that could not be reasonably explained by the variation between measurements over

time.

4.3 Results

4.3.1 Characterization of the pond water and sludges

During the sampling period, the water temperature decreased from 14.2 to 10.5 °C

and the pH increased from 7.1 to 7.5, while conductivity remained constant(table 1).
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An ANOVA test of variances indicated significant statistical differences (p<0.05) in
total phosphorus (TP) and total Kejdalh nitrogen (TKN) between BS and CS sludge

samples.
Table 4.1 : Characterization of the water and sludges of the fish pond
p-value
Parameter  Units Water BS? cs®  BSvsCS
Temperature (°C) 121 £ 1.6 - - -
pH - 73 £ 02 - - -
Conductivity (S/cm) 0.230 = 0.005 - - -
TS (mg/L° or g/LY 350 + 50 300+ 120 230 + 50 0.50
IS (mg/L® or g/LY) 280 + 27 280 = 110 210 + 40 -
TSS (mg/L° or g/L%) 9] + 14 - - -
1SS (mg/L° or g/L%) 8 + 14 - - -
Density (g fresh sludge/L) - 1.2+ 014 1.1+ 0.01 -
Solids
concentation (g TS/g sludge) - 250 £ 100 210 £ 50 -
TP (mg P/L) 0.17 £ 0.03 240+ 170 680 + 60 0.001
SRP (mg P/L) 0.01 + 0.03 0.01 £ 0.01 - -
TKN (mg N/L) 224 £ 1.L14 450+ 370 890 + 120 0.019
NOx (mg N/L) 224 +£ 047 040 £ 040 - -
NH, (mg N/L) 0.14 3.63 - -
Chla (mg/L) 1200 = 970 8100 * 3700 - -
Ca (mg/L) - 1180 + 250 - -
Mg (mg/L) - 920 + 490 - -
Fe (mg/L) - 3300 = 1600 - -
Al (mg/L) - 2700 + 1200 - -

*Bottom sludge *Cone sludge *Water samples 9Sludge sample

Inorganic solids (IS) represented the largest proportion of total solids (TS). The high

concentration of IS (280 mg/L) in water was caused by dissolved clay and metals ions

from the earth bottom. Most of the organic fraction was dissolved (DVS; DVS=VS-



71

VSS) as showed by the low volatile suspended solids (VSS; VSS=TSS-ISS) (7 mg/L)
compared to VS (66 mg/1). The organic concentration (VS) was similar in BS and CS
(15 g/L and 17 g/L, respectively) (Table 1). Futhermore, TP and TKN concentrations
were higher in CS (680 mg P/L; 890 mg N/L) than in BS samples (260 mg P/L; 447
mg N/L) (Table 4.1), whereas, SRP was similar in water and BS. NOy was higher in
water than in sludge. Finally, Chl a concentration was more than 8 times higher in BS
than in water. High concentrations of Al (2700 mg/L) and Fe (3320 mg/l) were

present in BS.

4.3.2 Biological composition of the pond water and sludges

Five biological groups were monitored in the pond water and sludges (Table 4.2). All
groups studied fluctuated greatly in abundance and biomass during the period of

study, as indicated by large standard deviation/mean ratios.

Table 4.2 : Abundance and biomass for the biological groups in each habitat (Water, BS or CS)
during the sampling period (Mean = SD, n=4)

Water BS® cs® p-value
Biological group Abundance Biomass Abundance Biomass Abundance Biomass Abundance Biomass
indiv/mL pg/L indiv/mL pg/L (ug/g sludge) indiv/mL ug/L (up/g sludge) BSvsCS
Flagellates 920 £ 530 96 £ 56 28000 28000 2900 (2) + 2900(2) 14000 + 3700 1500 (1.4) + 390 (0.4) 002 06(07)
Ciliates 4+8 18%25 200 + 140 640 (0.53) + 460 (0.39) 88 & 150 290(0.27) % 500 (0.46) 0.7 0,4(0,5)
Rotifers 0 0 18 £ 30 12000 (11) & 20000 (19) 0 0
Nematodes 0 0 59 3400 (3) £ 5800(6) 0 0
Chironomids 0 0 3+2 6.8x10° (790) £ 4.4x10° (500) 0 0
Tubificid worms 0 0 05+ 03 67000 (82) + 35000 (42) 0 0

*Bottomsludge "Cone sludge

Abundance of micro and mesofauna was always higher in sludge (either BS and CS)
and lower in pond water (Table 4.2). BS always provided higher values of
abundances of those groups studied than CS. Flagellates always dominated in

numbers the studied community both in pond water and sludge, and the abundance of
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this small protozoans was significantly higher in BS than in CS (Table 4.2).Ciliates
abundance was higher than that of small metazoans (rotifers and nematodes),
however, because their individual biomass (Table 4.5) is low, their biomass in the
pond was lower than for rotifers and nematodes. Small metazoans (rotifers and
nematodes) and mesofaunal populations (chironomids and tubificids) were neither
found in water nor in cone sludge. They accounted for the largest biomass of all
groups. Ciliate abundance and biomass were larger in BS than in CS although not

statistical differences were found (Table 4.2).

4.3.3 Potential phosphorus release by micro and mesofauna groups

Based on the available data from the literature, the potential P release of the

organisms found in the bottom and cone sludges are estimated (Tables 4.3 and 4.4).

Table 4.3 : Abundance, maximum o-PO4-P excretion rate, potential P release, potential P

mobilization and required days for P mobilization at the bottom of the earthen pond (BS)

Maximum 0-PO, Required days for P

Organisms Abundance excretion rate Potential Prelease  Potential P mobilization ~ mobilization

indiv kg sludge™ pg P indiv! h'! mg P kg sludge™ d! mgPrelmg Psludge™ d”! day
Flagellates 22E+07 0.000006' 32 0.01 90
Ciliates 1.6E+05 0.000005" 0.02 0.0001 15000
Rotifers 1.7E+04 0.004? 17 0.006 170
Chironomidae  4.0E+03 54 520 1.8 0.6
Tubificid worms 6.3E+02 0.004* 0.07 0.0002 4300

"Taylor, 1984 2Ejsmont-Karabin et al. , 2004 >Gallepp, 1984 *Postolache et al. , 2006 (original data in pg P dw™ h'')
P concentration in sludge: 290 mg P/kg sludge
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Table 4.4 : Abundance, maximum 0-PO4-P excretion rate, potential P release, potential P

mobilization and required days for P mobilization in a cone sludge (CS)

Maximum 0-PO, Required days for P

Organisms Abundance excretion rate Potential Prelease  Potential P mobilization ~ mobilization

indiv kg sludge” pg Pindiv!h! mg P kg sludge”’ d”' mg Prelmg Psludge” d” day
Flagellates 1.3E+07 0.000006" 1.90 0.003 390
Ciliates 8.1E+04 0.000005" 0.01 0.00001 75000
Rotifers 0 0.004% 0 0
Chironomidaec 0 54 0 0 -
Tubificid worms 0 0.004* 0 0

lTaylor, 1984 *Ejsmont-Karabin et al. , 2004 *Gallepp, 1984 “Postolache et al. , 2006 (original data in pg P dw’ h
P concentration in sludge: 750 mg P/kg sludge

The potential P release values calculated in tables 4.3 and 4.4 are theoretical values
that suggest the contribution of each biological group if no other parameter other than
this biological taxa would influence P release. It is obviously not the case, though it
provides a simple and efficient way to compare each taxa and asses which group
might be the most important in terms of P release. It does not show a real P release
value since several other parameters either biological or physico-chemical may
influence P dynamics in fresh water/sediment interfaces (Golterman, 1998;

McDowell et al. 2001; McGechan 2002; Reddy et al., 1999).

According to these estimates, in BS, flagellates and chironomids had the highest
potential contribution to P release (3,2 and 520 mg P kg sludge™ d, respectively) .
Furthermore, the ratio between potential P release and P concentration in the sludge is
0,01 and 1,8 mg P released/mg P in BS, for flagellates and chironomids, respectively,
which means that it would have taken 90 and 0,6 days to potentially mobilize all the
P present in the sludge (291 mg P/kg sludge) if mineralization by flagellates or

chironomids were the only processes regulating P flux at the water/sludge interface.

In cone sludge, rotifers, chironomids and tubificids were absent. Therefore, their

potential P release is nonexistent. In this sludge, it is the flagellates that had the
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highest potential P release. Even if their abundance was similar to BS (2,2x107 and
1,32x10, respectively) they had a smaller potential P mobilization because TP, in
this sludge, is higher (745 mg P/kg sludge), and thus required more days for
mobilization (390 days).

4.4 Discussion

4.4.1 Micro and mesofauna communities

The main impact of a flow-through pond fish farm system is the increase in the
loading of P and organic matter that enrich pond water and underlying sludge
(Alabaster, 1982). Indeed, nutrient concentrations in the water of the pond were more
similar to eutrophic lakes (10-30 pug P/L; 500-1000 pg N/L) than to oligotrophic ones
(5-50 ug P/L; 250-660 pg N/L). However, chl a concentration, which also indicates
level of eutrophication, (Dalsgaard and Krause-Jensen, 2006) was not similar to a
polluted area (>10pg/L).

The most widely accepted relationship between microorganisms and levels of organic
enrichment is the one proposed by Pearson and Rosenberg (1978) which predicts the
proliferation of small-size opportunistic species and a general reduction of total
biomass in a polluted zone (Lampardiou et al., 2008). Opportunistic, fast-growing,
small-bodied species (r-selected) are favoured under stressful environmental
conditions, such as organic enrichment, because larger organisms display low
efficiency of converting energy to biomass. (Odum, 1985; Lampadariou ef al., 2008).
These species feed on bacterial biomass or directly ingest organic matter. Therefore,
they are more likely to develop overwhelmingly in sludge where OM is more

abundant than in water. In the present study, flagellates were indeed the most
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abundant group both in water and sludge which is in accordance with Sherr (1983)
who suggested that flagellates are to be typically abundant in eutrophic waters and
around detrital particles. In this survey, nematodes were less important in terms of
abundance when compared to flagellates, ciliates, rotifers, tubificids or chironomids.
Results suggest that other factors are more important than food availability to regulate
nematodes abundance. Rotifers abundance and biomass were high (18 indiv/mL;
12000 pg/L) which is again in agreement with Sendacz (1984) who reported that high
rotifers density are characteristic of many eutrophic lakes. The dominance of big
metazoa - particularly chironomids larvae - in terms of biomass - is also typical of

eutrophic environment (Andersson ef al., 1988).

The cone sludge presented a low diversity of organisms compared to pond sludge. CS
nutrient values were particularly high and no metazoa, neither small nor big were
found (Table 4.4). CS flagellates and ciliates abundance were also lower compared to
BS, where nutrient concentrations were lower and micro and mesofauna abundance
higher. These results can be explained by high nutrients values that promote higher
bacterial activity which lead to an oxygen depletion and the formation of toxic
compounds in the anoxic sludge. Another factor for low diversity in CS is the weekly
removal of the sludge which prevents the development of larger organisms such as
chironomids and tubificids that have lower metabolism activities. It is most probable

that theses effects are not mutually exclusive but co exist.

In our study most of the individual biomasses calculated match those described
previously in literature (Table 4.5), except for the rotifers which tended to be higher
than those prevously reported. Accordingly, it has been described that high
concentrations in nutrients (0.17 mg P/L and 2.24 mg N/L in pond water), may be
responsible for the augmentation of individual biomass as explained by the Felip and
Catalan (2000) suggesting that the maximum biovolume is related to an

improvement in growth conditions, such as nutrients input. Jeppesen (2005) also
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argued in the same way from his analysis of 35 cases in which the total zooplankton

biomass was shown to increase with the TP concentration.

Table 4.5 : Shape, mean biovolume, conversion factor for transforming wet weight to dry weight,

dry weight (DW) and reference dry weight in natural environment

Mean biovolume CF DW Reference DW
Organisms Shape  (um’) (dry:weight) (ug/indiv)  (pg/indiv)
Flagellates ellipsoid 6.2x10° 0,17 1x107 - 2x107* 1x10°¢ - 1x10°¢
spheroid
Ciliates ellipsoid 1.9x10* 0,17° 0.007-0.01  0.001-0.1%
Nematodes ellipsoid 2.0x10° 0,24b 0.003-0.12 0.03-0.15°
Rotifers ellipsoid 4.4x10° 0,15° 0.01-4.56 0.02-0.74°

*Laybourn, 1976 "Elsas, 1997 “Pauli, 1989 “Dolan, 1996 *Vanrusel et a! ., 2000
Volume equation ellipsoid: (4xrr,r3)/3 spheroid: (47tr3)/3

4.4.2 Contribution to P release by microorganisms

According to Johannes (1964), P is mineralized mainly by protozoan ingestion of
bacteria and subsequent excretion of dissolved inorganic P Mineralized nutrients are
usually rapidly re-used by the primary producers and bacteria. Thus, simple
measurements of concentrations in the water represent a balance between
mineralization by the grazers and the uptake by algae and bacteria (Lehman, 1980;
Andersson et al., 1988).

Among the five biological groups present in the pond, chironomid larvae seem to
have the maximum potential P release: they are abundant and have a high P excretion
rate. This result is in accordance with Gallepp (1979)) who found in a flow through
system a direct relationship between the amount of P released from the sediments and
the number of chironomid larvae. He concluded that excretion alone could account

for all the increase in P release rate in the presence of chironomid larvae. A similar
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relationship between benthic invertebrates and P release was also found by Gardner et
al (1981). Our results are evidence of the great potential of benthic fauna to
phosphorus release contribution in fish production ponds. However, more studies
concerning the real contribution of these biological groups are needed, since either
tubificid worms or chironomids larvaes might also decrease phosphorus release from
sludge to overlaying water due to their bioturbation capacity. As a result of
bioturbation by benthic fauna, redox potential of surface sediments might by higher
than expected (Revsbech ef al., 1980), resulting in a stronger P binding capacity of
those sediments that might react to phosphorus according to the redox status of the
sediment (Davis, 1974; Graneli, 1979; Puigagut et al., 2008). As a result, there may
not always be a net P release at the sediment water interface by the presence of
benthic fauna and the potential contribution to P release might differ greatly from the

observed P release.

4.4.3 Pond operational strategies to reduce the potential contribution of fauna to

P release

In this study CS presented about 48% less of the flagellates abundance, 55% of
ciliates abundance and up to 100% of rotifers, worms and chironomids abundance.
Due to lower abundances of micro and mesofauna, the potential contribution for P
release in the CS might be also lower. Specifically, if we sum the whole P that might
be potentially released in one day by micro and mesofaunal populations in CS it
accounts for only the 0.2% of that P that might be released by micro and mesofaunal
populations in the BS. Therefore, these results suggest that periodical removal of
sludge from the pond might reduce to a great extent the potential contribution of P
release by micro and mesofauna. Frequent removal of the pond sludge is a strategy
that several authors have already proposed to reduce sludge hydrolysis and P release

(Colt, 1983; Cao et al., 2007). Colt (1983) pointed out that periodic draining of ponds
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can significantly contribute to in-pond water quality management. Likewise, dredging
might regulate water column composition by reducing P bioavailability at the bottom
of eutrophic lakes (Cao et al., 2007). Therefore, not only can a weekly sludge
removal reduce sludge hydrolysis, but it can also reduce micro and mesofauna

abundance and therefore reduce their potential contribution to P release.

4.5 Conclusion

Microfaunal and mesofaunal populations are more important in sludge than in
supernatant water of a pond devoted to trout production. Flagellates is the most
important group in terms of abundance either in sludge or water. However, when
present, chironomid larvaes account for the greatest biomass of all those groups

studied.

Chironomids larvaes are the most important group out of those studied concerning the
phosphorus release capacity of the sludge in a pond devoted to trout production. Due
to they higher capacity of phosphorus release and high biomasses, chironomids
larvaes are potentially capable of mobilizing the whole content of phosphorus in pond

studge within less than one day.

Abundances and biomasses of those microfaunal and mesofaunal groups studied are
of greatly lower when the sludge considered is one week-old sludge. Thefore,
periodical removal of the sludge accumulated within the pond may help to reduce the

potential capacity of phosphorus release by micro and mesofauna.
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CHAPITRE §

RESULTATS COMPLEMENTAIRES

« On obtient des résultat en exploitant des possibilités et non en résolvant des

problémes ». Peter Drucker, XX™ siécle

Les principaux résultats de cette étude ont été présentés au Chapitre 4. La présente
section introduit briévement des résultats complémentaires en réponse a I’objectif 1 et
aux hypotheéses la., 1b., 1d. et le. Les résultats exposent I’influence des divers
paramétres de I’étude (TRH, saison, dge des boues, nature du fond, absence de
poissons) sur I’abondance des microorganismes et leur effet potentiel sur le relargage
de phosphore. Le tableau 5.1.1 résume les différentes comparaisons et les sous-

chapitres correspondant & chacune des comparaisons.

Tableau 5.1 : Récapitulatif des comparaisons entre chaque bassin

Caractéristiques des bassins Comparaison
Présence Présence Age des Type Présence
d'un cone de poisson  Taille Fond Bassin TRH Saison boues de fond de poisson
Non Oui Petit  Non bétonné 8 X X X X X
Oui Oui Petit  Non bétonné 8 X X
Non Oui Petit Bétonné 6 X X
Non Non Petit  Non bétonné  Sed. X X
Non Oui Grand Non bétonné 12 X X

Chapitre correspondant 52 53 54 5,5 5,6
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5.1 Abondance et relargage de phosphore

L'abondance des organismes dans la boue de chaque étang et le relargage potentiel de

phosphore sont présentés dans les tableaux suivants.

Tableau 5.2 : Abondance des microorganismes et relargage potentiel de phosphore dans la boue

de l'étang 8

Abondance Taux d'excrétion Relargage Mobilisation ~ Temps requis pour la
Organismes moyenne maximal des 0-PO, potenticlde P potenticlle de P mobilisation du P

indivkg boue  pgP indiv' h'  mgP kg boue™ j! %/j jours
Flageliés 2.2E+07 0.000006' 3.2 1 90
Ciliés 1.6E+05 0.000005" 0.02 0.007 15000
Rotiferes 1.7E+04 0.004° 1.7 0.6 170
Chironomides ~ 4.0E+03 5.4 520 180 0.6
Tubifex sp. 6.3E+02 0.004* 0.07 0.02 4300

1Tay lor, 1984 *Ejsmont-Karabin et al. , 2004 3Gallepp, 1984 “Postolache ef al. , 2006 (donnée orginale en pg P masse séche’ h™)
Concentration moyenne de P dans la boue de I'étang 8: 290 mg P/kg boue

Tableau 5.3 : Abondance des microorganismes et relargage potentiel de phosphore dans la boue
de I'étang 12

Tableau 5.2 Abondance des microorganismes, taux d'excrétion du P, relargage potentiel de P, mobilisation du P et temps
requis pour sa mobilisation dans la boue de I'étang 12

Augmentation
Abondance  Taux d'excrétion Relargage Mobilisation ~ Temps requis pour la  potentielle de
Organismes moyenne maximal des 0-PO, potentielde P potentielle de P mobilisation du P relargage de P
indivkgboue ngP indiv' h'  mgP kg boue™ % /j jours %
Flagellés 2.6EH7 0.000006' 3.7 0.7 140 16
Ciliés 1.3EH06 0.000005" 0.2 0.03 3400 690
Rotiféres 2.8E+05 0.004° 28 5 19 1600
Chironomides  4.3E+02 54 55 11 9 -90
Tubifex sp. 6.3E+03 0.004* 0.7 0.1 790 890

'Taylor, 1984 2Ejsmont-Karabin et al., 2004 *Gallepp, 1984 *Postolache et al., 2006 (donnée orginale en pg P masse séche™ h')
Concentration moyenne de P dans la boue de l'étang 12: 530 mg P/kg boue
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Tableau 5.4 : Abondance des microorganismes et relargage potentiel de phosphore dans la boue

du cone de I'étang 8

Augmentation
Abondance Taux d'excrétion Relargage Mobilisation Temps requis pour la  potentielle de
Organismes moyenne maximal des 0-PO, potenticlde P potenticlle de P mobilisation du P relargage de P
indivkgboue  pgP indiv' h'  mgP kg boue j %/j jours %
Flagellés 1.3E+07 0.000006" 1.9 0.3 390 -40
Ciliés 8.1E+04 0.000005" 0.01 0.001 75000 -50
Rotiféres 0 0.004> 0 0 - -100
Chironomides 0 54 0 0 - -100
Tubifex sp. 0 0.004* 0 0 - -100

!Taylor, 1984 “Ejsmont-Karabin et a/. , 2004 *Gallepp, 1984 *Postolache et al., 2006 (donnée orginale en pg P masse séche™ h™')
Concentration moyenne de P dans la boue du cdne de l'étang 8: 750 mg P/kg boue

Tableau 5.5 : Abondance des microorganismes et relargage potentiel de phosphore dans la boue

de I'étang 6
Augmentation
Abondance Taux d'excrétion Relargage Mobilisation  Temps requis pour la  potentielle de
Organismes moyenne  maximal des 0-PO, potenticlde P potenticlle de P mobilisationdu P relargage de P
indivkgboue  pg P indiv' h?  mgP kg boue™ ! % /] jours %
Flagellés 2.12EH07 0.000006" 31 0.4 260 -4
Ciligs " 8.35EH05 0.000005" 0.1 0.01 7900 420
Rotiféres 2.12E+05 0.004? 20 2 40 1080
Chironomides ~ 2.04E+02 54 2 0.3 380 -100
Tubifex sp. 1.61E+01 0.004* 0.002 0.0002 470000 -97

lTay]or, 1984 2Ejsmont-Karabin et al. 2004 3Gallepp, 1984 *Postolache et al. , 2006 (donnée orginale en pg P masse séche™ h™")
Concentration moyenne de P dans la boue de l'étang 6: 800 mg P/kg boue

Tableau 5.6 : Abondance des microorganismes et relargage potentiel de phosphore dans la boue

de I'étang de sédimentation

Augmentation

Abondance  Taux d'excrétion Relargage Mobilisation  Temps requis pour la  potenticlle de

Organismes moyenne  maximal des 0-PO, potentielde P potenticlle de P mobilisationdu P relargage de P
indivkg boue  pgP indiv' h'  mg P kg boue™ ! % /j jours %
Flageliés 2.8EH07 0.000006 4.0 0.004 24000 25
Ciliés 3.6E+05 0.000005' 0.04 0.00004 2000000 120
Rotiféres 1.5E+05 0.004° 15 0.02 6500 800
Chironomides ~ 4.4E+03 54° 570 0.6 170 10
Tubifex sp. 1.2E+03 0.004* 0.1 0.0001 770000 90

!Taylor, 1984 “Ejsmont-Karabin et al. , 2004 *Gallepp, 1984 “Postolache e al. , 2006 (donnée orginale en pg P masse séche h™')
Concentration moyenne de P dans la boue de T'étang 0: 880 mg P/kg boue
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5.2 Influence du TRH

5.2.1 Comparaison des résultats entre I’étang 8 et ’étang 12

Les flagellés, les ciliés, les rotiféres et les chironomides sont plus abondants dans la
boue du bassin 12 que dans celle du bassin 8. Les vers de type Tubifex sp. constituent
le groupe le moins abondant du bassin 8. Dans le bassin 12 ce sont les chironomides

qui sont les microorganismes les moins abondants.

. Les taux de minéralisation du P par les microorganismes (i.e. taux d’excrétion des
d’orthophosphates) des tableaux 5.2 & 5.6 n’ont pas été calculés. Les résultats
présentés proviennent de diverses études (Taylor, 1984; Ejsmont-Karabin et al.,
2004; Gallepp, 1984; Postolache et al., 2006) et servent a calculer le relargage
potentiel de P. Le taux de minéralisation du P est maximal chez les chironomides (5,4

ug P indiv-' h™") et minimal chez les ciliés (0,000005 pg P indiv-' b™).

Dans le bassin 8, tout comme dans le bassin 12, le relargage potentiel de P est
maximal chez les chironomides (520 et 55 mg P/kg boue - jour) et minimal chez les
ciliés (0,02 et 0,2 mg P/kg boue - jour). Toutefois, il est dix fois supérieur pour les
chironomides du bassin 8 et 10 fois inférieur pour les ciliés du bassin 8. Les rotiféres
du bassin du 12 ont, quant & eux, un relargage potentiel assez élevé (28 mg P/kg boue

- jour).

Le potentiel de mobilisation — ot le mot mobilisation est employé comme synonyme
de minéralisation, puisque la minéralisation du P en 0-PO4 contribue & lui donner son
caractere mobile et biodisponible - du P est un ratio entre le P potentiellement

relargué par les microorganismes a chaque jour et le P présent dans les boues. Celui-
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ci est exprimé en % / j. Dans le bassin 8, les ciliés ne minéralisent que 0,007% du
phosphore total des boues du bassin (290 mg P/kg boue) a chaque jour. Le temps
requis pour mobiliser le P (i.e. temps hypothétique qu’il faudrait & un groupe
d’organismes pour minéraliser tout le P accumulé dans la boue, s’il n’y avait aucun
autre processus en méme temps i.e. précipitation chimique, séquestration avec le Fe,
solubilisation, etc.) est par conséquent trés élevé (15 000 jours). Les ciliés, quant &
eux, ont une mobilisation potentielle de 180% par jour ce qui veut dire qu’ils peuvent
potentiellement minéraliser tout le P des boues en moins d’une journée (0,6 jour).
Dans le bassin 12, ce sont les oligochaetes (Tubifex sp.) qui ont le plus bas
pourcentage quotidien de mobilisation du P (0,1%/j) et les chironomides le plus élevé
(11%/j). Les tableaux 5.2 et 5.3 permettent également de mettre en évidence qu’il y
une augmentation potentielle de relargage P par la majorité des microorganismes du
bassin 12, par rapport & ceux du bassin 8. En effet, pour tous les groupes
d’organismes étudiés, a part les chironomides, la différence de relargage potentielle

de P entre le bassin 8 et le bassin 12 est fortement positive.

5.2.2 Communauté faunistique et TRH

Tel que présenté dans la partie méthodologie, la majeure différence entre le bassin 8
et le bassin 12 réside dans la taille de ceux-ci. En effet, le bassin 12 est plus de 16 fois
supérieur, en volume, au bassin 8. En supposant que les débits sont relativement
similaires, il est alors possible d’admettre que le TRH est plus grand dans le bassin 12

que dans le bassin 8.

Le TRH plus élevé du bassin 12 semble avoir permis une augmentation quant a
I’abondance des microorganismes dans ce bassin comparativement au bassin 8. En
effet, les flagellés, les ciliés, les rotiféres et les chironomides sont plus nombreux

dans le bassin 12. Cela viendrait valider I’hypothése 1a. Toutefois, la quantité de P
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est également plus importante dans le bassin 12 que dans le bassin 8 (530 et 290 mg
P/kg boue, respectivement) puis que le bassin 12 est, d’une part situé¢ en aval de la
plupart des autres bassins de production - il recoit donc un affluent déja chargé en N
et P — et d’autre part, sa propre production est plus importante que dans les autres
bassins puisque son volume est plus grand - il y a donc plus de P qui entre avec la
moulée. Or, les protozoaires, et les métazoaires étudiés sont reconnus pour étre des
organismes opportunistes dont le développement est favorisé par une augmentation
des concentrations en nutriments. L’augmentation d’abondance de la microfaune et

de la mésofaune n’est donc pas uniquement expliquée par le TRH plus élevé.

5.3 Influence de la saison

Les contraintes rencontrées lors des sorties terrain ont empéché la prise d’échantillons
pendant certaines campagnes. Les bassins n’ont donc pas tous été échantillonnés au
méme moment et la durée des campagnes d’échantillonnage est variable d’un bassin a
’autre. Il n’est donc pas possible d’effectuer des comparaisons intra-bassin ou inter-

bassin pour vérifier I’influence de la saison.

5.4 Influence de I’age des boues

5.4.1 Comparaison entre les boues du fond et celles du cone de ’étang 8

Cette comparaison est détaillée dans le chapitre 4. La présente sous-section met en

évidence des résultats complémentaires obtenus dans ’eau du bassin 8.

Les principales caractéristiques biologiques et physico-chimiques de I’eau et des

boues de I’étang 8 sont présentées dans les tableaux 5.2, 5.4 et 5.7.
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Tableau 5.7 : Caractéristiques biologiques et physico-chimiques dans I’eau de ’étang 8

Organismes Abondance Biomasse
(n=4) indiv/mL ug/L
Phytoplancton (Chl a) - 1.2 +1
Flageliés 922 £ 532 1078 + 622
Ciliés 4+38 18 £ 31
Nématodes 0 0
Rotiferes 0 0
Tubifex sp. 0 0
Chironomides 0 0
NT (mg N/L) 2200 £+ 1100

PT (mg P/L) 170 + 30

0-PO4 (mg P/L) 0,01 + 0,03

MT (mg/L) 350 + 50

MIT (mg/L) , 280 £ 30

T(°C) 12+ 1,6

Fe 3300 + 1600

Al 2700 = 1200

Les flagellés semblent dominer, en abondance et en biomasse, 1’eau du bassin 8. Les
autres organismes étudiés sont peu présents. Les concentrations d’azote et de
phosphore ressemblent plus aux concentrations de N et de P d’un lac eutrophe
(P:10-30 pg/L et N:500-1100 pg/L) qu’a celles d’un lac oligotrophe (P: 5-10 pg/L et
N: 250-660 pg/L). Toutefois, le phytoplancton, représenté par la valeur de
chlorophylle a, ne suit pas cette tendance. En effet, la concentration de chlorophylle a
ressemble plus a celle d’un lac oligotrophe (Chl a : <4 pg/L) qu’a celle d’un lac
eutrophe (Chl a: > 10 pg/L). On remarque dans le tableau 5.7 que la concentration
d’orthophosphates dans I’eau est trés faible (0,01 mg P/L). Cela pourrait expliquer les
faibles valeurs de phytoplancton. En effet, le phytoplancton assimile le phosphore
minéral pour sa croissance. D’ailleurs, dans un lac naturel les valeurs de chl a suivent

généralement la méme tendance que les valeurs d’orthophosphates (Smith, 1990).



94

Etant donné que le phytoplancton est un organisme qui accumule le phosphore au

sein de ses tissus, le potentiel de rétention du P est faible dans I’eau du bassin 8.

La faible valeur d’0-POy pourrait, quant a elle, étre expliquée par la présence de fer et
d’aluminium en quantité importante (3300 et 2700 mg/L, respectivement) car ces ions
ont tendance & favoriser la sorption du P. Ils proviennent de la mise en suspension
d’une importante quantité d’argile dans le bassin. En effet, la mise en place du cone
dans le bassin 8 a nécessité I’excavation d’un certain volume de sol. Une partie de ce
sol & ensuite servi a remblayer les alentours du cone. Or ce sol devenu meuble a
facilement été mis en suspension avec la turbulence de 1’eau créée par le mouvement

de poissons et I’utilisation d’aérateurs de surface.
Dans les boues du bassin 8, les flagellés dominent également en abondance. De fagon

générale, les microorganismes sont plus abondants dans les boues que dans I’eau. Le

potentiel de relargage de P sera donc beaucoup plus important au niveau des boues.

5.4.2 Communauté faunistique et dge des boues

L’influence de I’4ge des boues sur I’abondance et la biomasse des microorganismes

et leurs impacts sur les flux de P est détaillée dans le chapitre 4.
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5.5 Influence du type de fond

5.5.1 Comparaison des résultats entre I’étang 8 et I’étang 6

Les flagellés, les vers et les chironomides sont moins abondants dans le bassin 6 que
dans le bassin 8. Dans le bassin 8, les chironomides constituent le groupe le moins

abondant, tandis que dans le bassin 6 ce sont les Tubifex sp. les moins nombreux.

Dans le bassin 8, le relargage potentiel de phosphore est trés important pour les
chironomides (520 mg P kg boue™ j). Dans le bassin 6 le relargage potentiel de P est
important pour les rotiféres (20 mg P kg boue j) et pour les chironomides (2 mg P
kg boue™ d). Toutefois le potentiel de relargage maximum du bassin 6, tous groupes
confondus, est plus de 25 fois inférieur a celui du bassin 8. Cela s’explique par le fait
que les chironomides sont beaucoup moins présents dans le bassin 6. Leur abondance
étant diminuée, cela contribue a baisser le relargage potentiel de ce groupe. Les
rotiféres, quant a eux, ont fortement proliférés dans le bassin 6, d’ou le fort taux de

relargage potentiel de P de ce groupe d’organismes.

La mobilisation potentielle de P est importante pour les rotiferes (2% par jour), et tres
faible pour tous les autres groupes (entre 0,3 et 0,0002 % / j). Dans le bassin 6, la
mobilisation potentielle de 2% du PT des boues, par jour, pour les rotiféres, leur
permet de potentiellement minéraliser I’ensemble du P des boues en 40 jours. Méme
si les ciliés et les rotiferes sont plus abondants dans le bassin 6 que dans le bassin 8§,
la quantité de P accumulé dans la boue étant plus importante dans le bassin 6 (800 mg
P/kg boue vs 290 mg P/kg boue), la minéralisation du P par les ciliés et les rotiféres
reste plus lente dans ce bassin comparativement au bassin 8. Le temps requis pour
minéraliser tout le P accumulé dans la boue du bassin varie entre 40 jours pour les

rotiféres et 470 000 jours pour les Tubifex sp.
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Par rapport au bassin 8, il y a, dans le bassin 6, une augmentation de relargage

potentiel de P pour les ciliés et les rotiferes, car ces groupes sont plus abondants.

5.5.2 Communauté faunistique et nature du fond

Tel que présenté dans la partie méthodologie, la majeure différence entre le bassin 8
et le bassin 12 réside dans la nature du fond. Le bassin 8 est un étang en terre, tandis
que le bassin 6 est un étang bétonné. L’abondance des microorganismes est
généralement plus faible dans le bassin 6 que dans le bassin 8. Toutefois, la diversité
des organismes demeure constante entre ces deux bassins puisque tous les groupes
biologiques de I’étude étaient présents a la fois dans le bassin 8 et le bassin 6. Il n’est
donc pas possible de répondre a I’hypothése 1d voulant qu’un bassin en terre présente
une plus grande diversification des microorganismes comparativement a un bassin
bétonné. De plus, méme si la plupart des microorganismes sont moins nombreux, le
role potentiel de relargage de P des chironomides et des rotiferes reste important,

d’autant plus que le fond bétonné ne permet pas la sorption du phosphore.

5.6 Effet de la présence des poissons

5.6.1 Comparaison des résultats entre I’étang 8 et P’étang de

sédimentation

Les flagellés, les ciliés, les rotiferes, les vers et les chironomides sont plus abondants
dans le bassin de sédimentation que dans le bassin 8. Le relargage potentiel de P est

également plus élevé pour tous les groupes étudiés. Toutefois, la mobilisation
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potentielle du P semble moins importante pour I’ensemble des microorganismes du
bassin de sédimentation. En effet, la concentration de PT élevée, réduit le % de PT
qui peut étre minéralisé a chaque jour par les différents groupes. Le temps nécessaire
pour minéraliser tout le phosphore reste donc élevé et varie entre 170 jours pour les

chironomides et 2 000 000 jours pour les ciliés.

5.6.2 Communauté faunistique et présence de poissons

Le bassin de sédimentation présente une augmentation des organismes
zooplanctoniques. Cette tendance avait été suggérée dans ’hypothése 1e. Toutefois, il
n’est pas possible de dire avec certitude que c’est bien I’absence de poisson qui
favorise I’augmentation des microorganismes. En effet, le bassin de sédimentation
présente une charge en P plus élevée que le bassin 8: 880 mg P/kg boue
comparativement a 290 mg P/kg boue.‘ Or, les protozoaires et les rotiféres sont des
organismes opportunistes qui sont favorisés par des conditions stressantes, une
accumulation de MO et de nutriments (Lamparidou et al., 2008). Il est donc probable
que I’absence de poisson ne soit pas le seul facteur ayant contribué au développement

abondant de ces organismes.

5.7 Discussion générale

Les microorganismes jouent un réle important dans la régulation des concentrations
de P (Reddy et al., 1999). Les résultats présentés permettent de constater que les
organismes étudiés peuvent avoir un role potentiel de relargage de P plus ou moins
important selon leur abondance dans le systéme. Généralement, plus les organismes

sont nombreux, plus leur role quant au relargage de P est important, d’ou la nécessité
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de réduire leur prolifération, notamment par I’enlévement périodique des boues dans
une pisciculture. Les organismes supérieurs tel que les chironomides peuvent avoir un
role potentiel trés important, méme s’ils sont relativement moins nombreux que les
protozoaires car leur taux d’excrétion des orthophosphates est plus important que
pour ces derniers. D’ailleurs, Gallepp (1979) a établi une relation directe entre le
relargage de P des sédiments et le nombre de larves de chironomides présentes dans
les sédiments. Cette conclusion a également été appuyée par Gardnér et al. (1981) qui
a mesuré le taux d’excrétion des chironomides et des oligochaetes (vers). Cependant
le r6le important que peuvent jouer les chironomides dans le relargage du P reste un
role « potentiel ». En effet, la bioturbation par les oligochaetes et les chironomides,
favorise I’oxygénation des boues a la surface des sédiments et augmente le potentiel
redox, causant ainsi une séquestration des phosphates et une sorption par le sol (Davis
et al., 1974). 1l n’y a donc pas toujours un relargage net de P a la surface des boues
malgré la présence d’organismes ayant un fort potentiel de minéralisation du P. La
nature du sol et les conditions physico-chimiques a P’interface eau-boue sont
extrémement importantes pour établir si I’environnement agit comme un puits ou un

source de P.
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CHAPITRE 6

CONCLUSIONS ET RECOMMANDATIONS

« On ne connait que les chose que [’on apprivoise ».

Antoine de St-Exupéry, XX*™ siécle

6.1 Conclusions

Cette étude sur l'influence de la micro et mésofaune aquatiques sur les flux de

phosphore au sein d'élevages piscicoles en étangs, a permis de tirer les conclusions

suivantes:

Le potentiel de rétention du P dans I’eau des bassins €tudiés est faible car le
phytoplancton est peu abondant

L’effet des microorganismes sur le rblargage du P est beaucoup moins
important dans [’eau que dans les boues car les microorganismes sont
beaucoup plus concentrés dans les boues

11 y a une biomasse + diversifiée et plus abondante dans les boues du bassin 8
(boues vieilles) comparativement aux boues du cone (boues jeunes)

Dans 1’eau, les flagellés semblent étre le groupe ayant un potentiel de
relargage de P le plus élevé.

Dans les boues les chironomides et les rotiféres ont un potentiel de relargage
plus élevé que les autres groupes car ils ont une abondance et un taux
d’excrétion des 0-PO, importants.

Les valeurs de relargage potentiel de phosphore dans les boues semblent étre

trés importantes comparativement a ce qui est mesuré
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o Il semblerait y avoir un équilibre entre le P qui entre dans le sol et le P qui est

relaché vers la colonne d’eau

6.2 Recommandations

Pour mieux comprendre le réle de la micro et de la mésofaune aquatiques sur les flux
de phosphore en étangs piscicoles, des travaux subséquents pourraient étre réalisés

sur les aspects suivants:

e La contribution potentielle des rotiféres au relargage du phosphore en milieu
contrdlé

e La contribution potentielle du phytoplancton & la rétention du phosphore en
milieu controlé

e La caractérisation de la biomasse bactérienne sur le terrain et son réle dans les
flux de phosphore

e La caractérisation d’autres espéces qui peuvent potentiellement avoir un effet

sur les flux de P tels que les daphnies et les bivalves.

Les recommandations pratiques que pourraient appliquer les pisciculteurs a la lumiére

des travaux de ce projet seraient les suivantes:

e L’enlévement périodique des boues afin d’éviter le développement
d’organismes supérieurs (chironomides) ayant un fort potentiel de
minéralisation du phosphore

e L’utilisation de bassins en terre dans des sols ayant de fortes concentrations en
Ca, Al, Fe ou Mg afin de favoriser la sorption du phosphore dans les

sédiments.
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ANNEXE 1. Méthodologie pour échantillonnage avec la sonde
Multisampler de Eijkelkemp



Lonterds

7 Y9008 DPRIFNG IIHUENDNS (e vimrever o vrrsgar o 6 0018 AEARRA RS 04 85£ B 51

e

. SR RO e o
| Etenduyie and decunet aemsmw
31 Taking Sudge- and sedimest canpier L.
32 Aeusing tutges aﬁémwwzmﬁm e
33 mwg o sarnpied. e e st

At $od

On these opevating instructions

sipe  When the symbol shicwm on the JefUis placed befaré a
place of tex, tiis means that an important instruction
fotlaws.

1. Short description

Yhe sulbseinpler Bss been developed to teke smplss from layéred
wmrars of hidge and wadinant 2o walt b Fom layeved uids.
Trelspatieation of the sample taken remaing Rastaably Intadt
Ll oturash &5 wal A% SOIST SETEMT Can be tiken The 8505 3%

0 be deployed up o B depth of f ¢ meers By S0y wulen
i 0ty woth B rel L00Pecten (1)
The standsd ma‘iﬁ@ of e paiitgmider 1 supsiied with teo cutling
Tty

N L ga &&sﬁﬂ 2083 cutty zg nead with
3 S bt 130 v b Al Yo ke mee A ated
14 mywai The Lo panag BF e bal valve shae
srsrnily oy andior Mzewgmww il

Tre tength of Presamplet <l 2@« 5 masereats of 1 raaisy with ¢
Glarmete: wHdG mm. The' v e 4 e S 1 T,
Hegatue e tampling tube (%3 s Wntpa'er, e ccnww:.caﬁibg
nitged wualy zm’ns"“'f;é?y sherraisng. 1 & pasubly t© angpoit the
sammiple iy the seenping e fordower simingine & 2 Bbsorg
s gl rabes thit the sttisagier Ros A wide targe of appliationy

T wvoid wmg}éa% 9t zﬁf@s& Bes Q*g (& %aéwzsg sistaney
of o sarnpie Shding Inte the satpling Hibe, ¥ giston 16 with 8 pite
105 ro wilh Pesdiepe 11 1) & iplat e Mationary el b lstion
e g terisl 16 0 setpled The apperatus Lo Sy fusdliny properdy
f Ya hotige rémiins Yoiler 5 level of Igied o F the makenal west i
nbn-ar perrneshie 8.5 gresses and pater.”

Sk B d, 8857 38 Gedband, WL

T eI LEILY

F 43T TR 0009 . .

§  spwianEe ekt oy wwswlhelfampopm

sy LT %

[EERS X ]

116



117

for the sampling of drained sediment the peat profile sampler {art. no. 04.0%) or the Sap gouge auger art. no..
2047 can be apolied.

The mets] parts of the lultisampler have been made of stainiass stes! The samgling tube s made of PRIMA scrylic
high wamsparent plasc. A NBR-ubber pston ) b5 appied. Under the condition that all srecautiens eaning,
contoliing) have bean taken, the tamples taken can be ssamined for st kinds of poltution.

For taking lovered samples from urkinown chemicals we refer to the rodior cable opeated Faud laver samplers
{art r0 . 12,40 8nd 124710 These have been Sied with 3 Chemically inert tefion sampling tube

2. Introduction and decontamination

Euery Multisampler leaving our glant s subjected 1o 3 inal guality inspection, # nevertheless you would find any
imperieriions in the apperays, then we request vou to contact us.

On recaption jou should check whether all required and ordered parts e present and whether they are undar
aged, The minimum you need would be:
‘3 The Moltisampler {12.42.01 8 with o catting head: fone of which bag been mounted:,
Akandle 1o be atle to operate the Multisampler (01.10.01 801 0110048
3 ?s:xmzh % ong o edension md D110.07 81
4. & cord to operate the piston wd {01.09.00.07),

O coune i 1 hways possble 10 oplionslly sdd the Rallowing euuipment:
5, Butra sampling 10Bes {12 42 02 with extra pistons (124707
§. Cap, pobethylene (1242 081
7. Standess sreet balt (12,4208}
g, wide-rmoathed sarnpe ks (0B00.075,
9. Decosiamingtion Bud . ro, 20.05.295
35 siget b&{?ﬁt{aﬁ 0. 99.08. 16
i i,{?awwg fag fart a5 81.140

b ol Only mtmdszce the Mu!wamg?er after you read ih:s manual
a Kesp this manual ina plack accessible to'all users:

B Decontaminate the equipment before use:
‘ Tiiis avoids dtsas)pmmmem on reception of the first results!,

i For a complete decontamination {organic as well a3 anerganic) we recommend the application
‘of phosphate-free Qew;wx {20.,05.29). The action of the detergents is intreased substantially
By using warm or even hotwater, Always rinse with large quantities of clean water after-
wards.

In combination thh Yssums, swmwi akeho% £8n be used to s;amkiy d%ﬂ ﬁie agﬁwm in
“the field.

8

c= Volatile substances that entered the plastic through permeation will disappear from the ap-
paratus by placing it in 2 ventilated warm place after zarzfciiy dleaning inside- and outside. In
extreme cases the sampling tube tan not be used again,

Hote: in the event of affect oy cartain chemicalsh of the PMIMA or corrosion of the stainless steel, iron, nickel and
chrome {from the stainless sieelyand tin {rom the PMMA) may be réleased insuth an ‘evert this shouls be tken
into atcount o interpreting the resuits of the andiyse.
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3. Application.
31 Taking sludge- and sediment samples

Brnciple of Gperation:
The apparatus b pushed into the sudge To avoid ompaction of the lavers s piston i held 2t 5 stationary positon
glatve 1o the sudge,

Yeprking procedure
éwe“'zbte the Multisampler, fitted with the open cutting heat {2} with centring pens (5) 1o avoid shpping off). See
1o it that the wires 18) that are holding the cutting ring are not pul fled 1oz sight. The adiustable hook 19} that s
the wires can be ureorewed of sorewed In MoUSt o mor than two adenson rods and the handle ang G the
st rod (11) with 3 oord Tvou couid use 3 plasticizetf cordh.

3 tower the appatatus untl any resistance it 8it (in tate of appiication st grester deptiss ddditions! exteasion’
sidds are mounted duiing the lowering of the apparsiug

2 After feeling the 3ludpe 1o be cut, the apparatys & Ifed seversl dedimeten.
T3 Then the piston i blocked 8t @ stationary level, for instance by puliing the cord tight and i'z% zzawwg onit
‘Wext the sarfinler It pushed nte e Yudge until %5’2%%@@439 completely or untl too much resstance el

case of the application of seversl extansion 7ods 1115 IMportant 1o tut Tast and With short brick movements 1o
auoid pendingl

3 After this the appsratusss pulled-up by the piston ord. Through an s vaive T the top sectioe of the Multi:
Jam;w s casttelve, But it entey, 1he 1nacs over the piston which cautes the pizton Wiemain in place and.
the sarple s keptinside by tha sight underps SHure.

32 Accessing sludge: and sediment samples-
73 Finse the cutside of the sarpler with water,
5 Disconsiect 3l rods lyou may diconnect the piston Cord)

Mind the following:

- Ohen severdl centimeters of “air can be seen under the piston. This gas sters from anaerobilc decompdsition
of tologially acve sludge. The w(amv srmrﬂz@ during the cutting cause the 9as to bubble up and to cob-
fect under $ha piRthn. I such i tase;gas bubbles will ko %}@ present in various z}%m zﬁ"wﬂé thesample, & tan
Be ceenvdzthe tobe W irsniparent.

+ - Qfen W;‘Mai fres oan i’é& ,&en in addition 1 the horzontal firies caused by the &g‘ww: sadiment layers in the
sample] Thece linet the result of the. cutting of small pieces of 5k zwz;e with a deviant color by the Culting:
edge of the cutting head, fis 3 typical wallefact and i calied smeanng’

~ dncase of & wedl oot sarmple the top section of the sample should be very watery (dlearwater) 1 thiss not the
caze then, the next tivie you take 3 sample, you should pull the apparatus ¢ frther up after fesling the botlom
i;«afore YOI CMINEnE c%z@g ¥ possile 10 apply an electronic shudge layer detecior 1o tetpinine the.
trasition between water and siudge.

- Water on lop of the piton has no sonibrance. it leaked ndide by pasing slongside the piston rod.



119

¥ Now there is a selection petiveen:
1. fepessing the samgle immediately and wansertng B fom the ssinping tbe 1o the wide-mouth sample
Fask sfarwargs.
2. Trargporiog the samgple in the sampling tube and sxamining it leter

To e able o execute procedure 1 the following & done.

73 Examine or photograph the sample a3 it can be seen through the ransparent sampling tube. ¥ this method of
izl examination & sufbrient the appatatus Con be placed in e wide-mouth Batk and amptied. To maintain
the anowic character of the sample the flask wil be fited 1o the dm. The rrn should be cleanad properly in order
1o-afow proper sealag,

Bxamine the sample after it has baen removed fom the sampling tube. This can be recited a5 follows.
Place 2 haffound glasnd quiter fart no0 SB.0B. 10 wltha *ewz%a of ot least T meter, or a3hesl of plasticon
m ground.

~ Hold the Rultsempler simost homontsl and sorew handle 1100 on the piston rod (1), Empty the sempler
by keeping the piston rod szationary wiile pulling the sampler. In this way 3 ol s sated in which the
layer thigknes are mizintamiad. ‘

- The dircumiarence of the sample has been disturbed most Sug to the wall-affets. For this reasen the sample
should be examined by opening tusing & spatula. This av0ios ncormect nferpratation,

- Theless the binding of the siutlge, the eaver it fall apart.

- Sub-samples tan be taken. using 3 spatuls or 2 Jpotn;

o be able to execute procedure 2 the following ic done:
73 Take a polyethylens cap and plate this next 1o the Lutling beat on the ground.

73 Shacken the steel wirk and remoie the cuting head.

3 immediately press the cap iy In the iower section of the transparent tube. ¥ necessary the semple can be
publed up sightly by mesns of the plston rod.

73 Unscrevs the piston 1od from the pistan.ang remove the 1od,
73 Hemove the top 1ection from the samaling tube,

¥ Transport the sampling tube with the sample In 2 femiverticl position {not horizontal), This avoids mining.

TV Anew sample ¢an be taken after mounting another tube and pistor,

3.3, Taking liquid samples

‘Privisle of opesstion:
1. Column sampling:
Tre apparatus i« présted into the fluid.in drder to maintaln the layersd chatactes of the liquids the i ston i
ke@é st stationary oostion In f%:«a&ar: 16 thte fhitd. The stainiess veel ball Valve | r the botl m section prevents
loss of the semple ;akev
2, ;;3:}' ssmphng
Tae apparatis s Jowered o the proger depthy By pul Ewg ap e piston complately the apparstus 15 Slled with
laraid from that particddar depth Sty instance the bottom of & resenoin),
. idirsampling: , , ‘
A under 2, but now the platon is raited a e tfor instance 10 cenfimetars = 125 mi) 3t every tampling spot
In this way 2 minsample of ten cpots, divided over the depthor over the strfaie, Con beoblaned i anede
Ling,

Las
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Apsheston

&zsemia s the Mullisampler, Sited with 8 open culting head See to 1 that the wire i not puiled too tght The
ook that pulis Gie wites can be unsorewed o stewed in. Mound no mome than Swo exension ol and the 1oy

;:aeéfe and Tt the piston rod with 3 cord oy could we 2 plasticized cowd

1Y Uowver the aphivatis untll the sight dapth is reached Gn Case of appiication &t freater deptls the exterion rods
are mounted duting The loweing of the spparstus

# & oolurmn semple hag 1o be feken)

3 Then the piston is blocked 2t 3 swavonary fevel, for instance by pulling the cond tight and by standing on it
3 Hestthe sampler it ;sm?wé daver uni it % Sled-up completely or you reach the bottem of the eserulr
{1 A% this the apparatus is pulled-up,

int case 3 spot o rivsample bas 1o be taken, sction 1 vaken a previously described. However, now the apparatus
i kept stationary and the piston & plled up.

0 Discornect 21 fods you may disconnect the piston cord),

shiedl the folloenng
- Phidontop tz‘ t?ze giston Bas o s&gs wance. It Jeaked nside by passing alorgiide te piston rog. ,
+ dncase of 3 well cut zample, the layer thickness has remained intact despite pasting the ball valve, 1 &5 therefore
;wss%%;ie fo measure layer thidess,
= {3 sampis s taken from ey h@i@m@erezm rgtesial for instance watery 520 & certain separation b de-mix-
arg will take place. %e entrance ressiance of the ball vare altuvs water eatier access thad sand Dnce m&é
the tube, the tand will settle. The zaguente of the lavers remaing more o7 fes Intact, the %*zw% of the lay
héwever will Be diturbed
¥ separation s n01 aliowed, 1t s better 1o use the bgen cutting head: You may prevent the sample fromvarniog
ot ofthe *ime ay fitting the woe with 3 cap just bef@r& puling 1 from the. viater,

3 bareine or photograph the sample 32 1t can be seen trough the tz&m;:&réﬂz ,ampwg m@ ¥ 4 hie method of
igud mwm&m & sufcient the apparatys an be placed in a wide-mouth fask and empted, Hasid the Wl
sampler almost honzonial so that the ball comes out of the seit of the ball valve: The conténts of the wube will
i ints the vademouth stk

1t & alco pozible 16 arsport the fuid sanple i the sampling tube. To this puzpise you showid remove the pe--
tor ipd. Tura the Mulizampler upside down. Dixonnect e tention wpe prey remove the bal valvs, The Gall wll
remain irside the sam npling tobe & &:afwm he refnowed. Kount the citting hesd on the tube  The sample is now
ready for: zre%p@rt&tm

Heshing 0l ouitboationt wrey b vepirotucsd By tls DR By telss OF e, phonirot ol o By DU Rl WROW Drge
o wtten g o § 3% Ve Apriaaon Hapment.

et Bt e e et withe i votificiren
Bjpatarg Aptasth Fopmens o0t rapoalie Toe ipaons damegn e 16 frprone U of Bk prosu

By apinetd Betie B IMerees In our sacions s wenarks 3boa B prodst and @e@m mgtructons
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ANNEXE 2. Résumé de Puigagut et al. (2009)

Influence of tubificid worms on phosphorus dynamics between

sediment and overlaying water in a settling pond

Jaume Puigagut®® Marie-Laure de Boutray® , Florent Chazarenc® and Yves Comeau®

*Institut de Recherche en Biologie Végétale (IRBV); 4101 Sherbrooke Est, Montréal
(Quebec), Canada, QC H1X 2B2. (jaume.puigagut.juarez@umontreal.ca)

‘ ®Département CGM (des génies civil, géologique et des mines) Ecole Polytechnique

de Montréal, Case postale 6079, succursale Centre-ville (2900 boul. Edouard-

Montpetit) Montréal (Québec), Canada, H3C 3A7.

°Ecole de Mines de Nantes, 4, rue Alfred Kastler, La Chantrerie, B.P 20722, F-44307,

Nantes, CEDEX 3, France.

INTRODUCTION

Intensive fish farming represents a point source of dissolved inorganic nutrients,
mainly ammonia and phosphorus (Alabaster, 1982). On the other hand, bioturbation
activity carried out by tubificids modifies the flux of contaminants at the water
sediment interface of fresh water ecosystems, and specially the dynamics of
phosphorus (Nogaro et al, 2007). However, the extent of their effect is highly
dependent on the organisms’ abundance (Holdren and Amstrong, 1980) and
composition of sediment (Graneli, 1979). Therefore, their role on phosphorus
dynamics should be specifically tackled when a different fresh water ecosystem is
considered. The main objective of this study is to assess the potential contribution of
tubificid worms on phosphorus dynamics between the sediment found in a settling

pond situated downstream of a fish farm facility and the overlaying water.


mailto:jaume.puigagut.juarez@umontreal.ca
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METHODS
Sediment and water used.

Sediment and water were sampled from a fish farm settling pond and analysed
according to Standard Methods (2001) in terms of total solids (TS), volatile solids
(VS), total organic carbon (TOC), total nitrogen (TN), total phosphorus (TP), ortho
phosphate (O-PO4) and iron content. Main characteristics of both sediment and water
used are shown in Table 1. Natural assemblages of tubificid worms (mainly

belonging to the genus Tubifex) were collected on site and cultured in lab conditions.
Experimental set up and analyses.

Three experimental conditions were tested including control condition (sediment
without worms), experimental condition I (EXP I - 1mg of tubificids per g of fresh
sediment) and experimental condition II (EXP II - 40 mg of tubificids per g of fresh
sediment). Each condition was tested in duplicate by means of a microcosm
approach. Each microcosm consisted of a 0.5 L glass vessel supplied with oxygen
diffusers to which 30 g of sediment and 0.3 L of filtered settling pond water were
supplied. The effect of tubificid worms was studied during 10 days. For OPO4
release, 0.15 L of overlaying water was taken every two days and, after filtration at
0.45um, OPO4 concentration was measured. Moreover, pH (8.0-8.4), dissolved
oxygen concentration (5.5-6.5 mg.L-1) and temperature (19.5-20.0 °C) were also

measured every two days.
RESULTS AND DISCUSSION

O-PO4 release in control and EXP I (1 mg of tubificids per g of fresh sediment) was
much lower than in EXP II (40 mg of tubificids per g of fresh sediment) (Fig.1).
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Specifically, after 10 days the total amount of O-PO4 released in EXP II was, in
average, 1.5 mg of O-PO4.g-1 fresh sediment, representing 90% less O-PO4 released
compared to the control condition, in which total O-PO4 released was 18.5 mg of O-
PO4.g-1 fresh sediment. In sediments where content of organic matter and iron are
high, Granéli (1979) reported phosphorus dynamics is hightly influenced by
tubificids. Accordingly, tubificids promotes oxygen diffusion from the water to lower
sediment layers due to their burrowing capacity (Revsbech et al., 1980), changing the
chemical state of iron (from ferrous (Fe™) to ferric (Fe™)) that will precipitate as

ferric phosphate compounds (Tuominen et al., 1999).

i

pee]

—8— Control
B0 Jooeer e e e ems s reeesoeenis e st res s | ~F 1 g biomass.g ™! fresh sediment
] —— 40mg %ﬂ'gmsﬁg"i fresh sediment

OO, i overiaying wale
g Py of freab sediment)
3

1o 12

ba
e
[« 1}
£

o
Tirese {a
Fig. 1. Cummaulative release of ortho-phosphate to overlaying water

Table 1. Main physical-chemical characteristics of sediment and water used and mesocosms

IMOnItoring.
TP ™ v 5 Vs Fe
) TOC (mg/z PG
{mglzdry  {mggdy drv 5(:;" {g'g fresh (/g fresk (mEE (maL)
sed} sed} yred) sed sedy  drysedy RS
Warer - - - - - ~ 0.1528.05

Sediment 331203 5411 561523 0340042 003400007 28=11 -
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CONCLUSIONS

Biomasses of 40 mg of tubificid worms per g of sediment decreases about 90% the
phosphorus released from sediment to overlaying water. Thererore, bioturbation
caused by tubificid worms can be considered as an important biological agent for

minimizing phosphorus pollution under the conditions here tested.
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ANNEXE 3. Analyse de la concentration de chlorophylle-a par

spectrophotométrie

1. Analyse d’échantillons d’eau

1.1 Filtration

-Effectuer la filtration des échantillons dans un endroit frais a I’abri de la lumiere
-Déposer délicatement les filtres GFC (mailles de 0,45 um, diamétre de 45 mm) sur
les tunnels de filtration du syst¢éme Gelman

-Filtrer 1 litre d’eau distillée pour avoir un blanc de filtration.

-Pour chaque échantillon, filtrer environ 1 litre d’eau.

-Lorsque la filtration est terminée, rincer la colonne de filtration avec de I’eau
distiliée pour déloger les particules collées a la paroi

-Retirer les filtres avec les pinces, les plier en deux et les placer dans une enveloppe
en papier d’aluminium étiquetée avec le nom, la date de I’échantillonnage et le
volume filtrée.

-Congeler les filtres en les plagant dans un contenant hermétique pour au moins 24

heures
1.2 Extraction

-Retirer les filtres du congélateur

-Mettre les filtres dans des tubes d’extraction de 15 mL préalablement identifiés.
-Ajouter dans le tube 4mL d’éthanol 90% et broyer le filtre & ["aide d’une tige de
verre. Ajouter 10 mL d’éthanol 90%.

-Fermer les tubes et les celer avec du parafilm et les entourer de papier d’aluminium



127

-Brasser les tubes vigoureusement
-Placer les tubes au réfrigérateur pour un période de 24 heures. Brasser

vigoureusement apres 12 heures.

1.3 Spectrophotométrie

-Nettoyer la cellule de 10 cm a double parois avec de I’éthanol; les sécher et éviter de
toucher avec les doigts.

-Pour calibrer le spectrophotomeétre, remplir la cellule d’éthanol en prenant soin
d’éviter la présence de bulle d’air.

-S’assurer que la cellule est bien propre, spécialement les extrémités.

-Placer la cellule dans le spectrophotométre et appuyer sur «blanc». Une fois calibrer
mesurer un cette méme cellule avec de 1’alcool afin de s’assurer que cette valeur est
zéro.

-Retirez les tubes d’extraction du réfrigérateur. Centrifuger les tubes pendant 15 a 20
minutes. Transférer le surnageant dans une seringue propre avec un embout
comprenant un filtre pour s’assurer que des débris de filtres ne tombent pas dans la
celluie.

-Rincer les cellules du spectrophotométre avec un petit volume de chaque échantillon.
Jeter le volume d’eau ringage. Remplir la cellule du spectrophotométre avec
I’échantillon. Placer la cellule dans un porte cellule du spectrophotometre avec
I’échantillon. Placer la cellule dans le porte-cellule.

-Mesurer 1’absorbance a 665 nm et 750 nm

-Ajouter 2 goutte de HC1 (1N). Mélanger vigoureusement et laisser agir 2 minutes.

-Répéter les mesures d’absorbance pour I’échantillon acidifié

1.4 Equation de Lorenzen (1967)
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26,73 « {E6650 — E665a) » v
V=i

Chi—alug/l) =

ol
E6650 : absorbance a4 665nm — absorbance a 750 nm avant acidification
E665a : absorbance & 665nm — absorbance a 750 nm aprées acidification
v : volume d’éthanol utilisé en mL
V : volume d’eau filtrée en litres

1 : longueur de la cuvette en cm
2. Analyse d’échantillons de sédiments

-Congeler les échantillons

-Lyophiliser les échantillons

-Moudre la totalité de chaque échantillons, jusqu’a Pobtention d’une poudre
homogeéne

-Peser une petite quantité d’échantillon et mettre dans un tube d’extraction
préalablement identifié

-Procéder de la méme maniére que pour ’analyse d’eau au spectrophotométre.

-Les résultats sont en ug/g
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Eau

ANNEXE 10. Compilation des données de I’eau du bassin de sédimentation

S mgP/mgMVES
XPMVES

29-uil08 226 14 45 3 181 13 17 4 209 45 181 0.4 0.02 0.05 0.088 0.01
13-a0lt-08 232 7 25 22 195 3 12 0 4 1 8 1 220 20 188 0.5 0.02 003 0114 0.01
26-a0(it-08 287 3 93 6 204 3 9 1 4 1 5 0 288 89 199 0.10 0.00 0.06 0.036 0.00
10-sept-08 [ 116 8.03 0.209 227 1 63 18 164 17 30 4 5 0 24 4 197 58 140 031 0.09 004 0.272 0.01
24-5ept-08 {114 7.83 0222 228 4 51 1 177 5§ 10 1 5 o] 5 1 218 46 172 046 0.01 006 0397 0.04
16-oct-08 90 8.14 0306 255 4 42 5 213 1 34 N 4 2 29 9 222 38 184 0417 0.04 003 0.143 0.00
04-nov-08 | 66 806 0232 239 17 28 0o 211 17 4 0 1 2 3 2 234 27 207 026 0.11 005 0.206 0.05
25-nov-08 | 36 8.14 0247 244 6 49 6 195 2 6 2 4 2 3 2 238 46 192 035 0.01 008 0271 0.04
28-janv-09 226 4 57 13 169 16 2 3 1 2 1 2 224 56 168 0.08

Eau

mg NL mgNL mgNL mgNL mgNL mgN/mgMES mgN/mgMVES indivmL indivmL indivmL indivmL indivmL indivmL mg/L mg/L
Date TKN std NO-x  NH3 XN XN/MES XN/MVES  FLAGEL  std CILIES std META std  CHLA sid
22-juil-08 1.25 477 051
29-juil-08 149 0.20 1.30 15 0.09 5533 4879 17 29 0 0 251 0.20
13-ao(t-08 | 1.83 0.16 1.46 1.8 0.15 0.41 0 0 o] 0 0 [¢] 1.50 0.09
26-a0(t-08 | 3.14 1.22 3.1 0.34 0.76 ] 0 0 0 0 0
10-sept-08 | 2.16 0.21 1.14 0.59 16 0.05 0.31 13556 5124 18 31 0 o 2.84 152
24-sept-08 | 3.96 0.12 1.68 0.92 3.0 0.30 0.62 4059 2658 o] o] 0 0
16-oct-08 2.39 1.23 1.26 1.1 0.03 0.27 1316 1140 9 16 0 0 431 1.7
04-nov-08 215 0.35 1.50 22 0.48 1.94 0 0 64 14 0 0
25-nov-08 1.47 0.60 1.71 0.96 0.5 0.08 0.13 1130 1957 31 36 0 0 201 036
28-janv-09 1.36 0.0 0.00 0.00 574 994 8 14 0 o]

0.03
0.01
0.05
0.08
0.03
0.19
0.07

Cel
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