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I. Introduction

Le groupe "Mati&res organiques" s'est donné une série d'objectifs

précis visant 3 :

]O

20

une meilleure identification des stocks réactifs et des voies de
translocation dominante dominantes dans 1'&cosystéme marin (ex : recon-
naitre la branche dominante dans la fourchette phytoplancton-bactéries
ou phytoplancton-zooplancton).

une meilleure compréhension des mécanismes de régulation (ex : méca-

nismes responsables des bifurcations sus-mentionnées).

On le voit, ces objectifs correspondent aux deux premiéres &ta-

pes de toute étude systématique, la troisidme &tant la formulation d'un

modéle math&matique décrivant le systéme et permettant d'en &tudier cer-

taines propriétés macroscopiques.

Situé s dans cette perspective, les objectifs du groupe "Phyto-

plancton'" peuvent &tre formulds avec plus de rigueur et les lacunes

actuelles apparaltre plus facilement.
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I.1. Identification du systeme

L'effort d"identification comporte fondamentalement trois aspects :
1) Reconnaltre et quantifier les stocks impliqués dans les translo-
cations (Tech. Rep. OM/1978 : 05, 17, 22).

2) Savoir reconnaitre les voies de translocation dominantes (notam-—
ment la "fourchette" phytoplancton-bactéries ou phytoplancton-
—zooplancton) d'ol la nécessité de pouvoir comparer la Baie Sud
de la Mer du Nord avec des milieux potentiellement différents

(Manche et Escaut).

Cet effort devrait &galement aboutir & 1'identification de meil-
leurs paramétres dg mesure pour les recherches futures.

Ici, le groupe "phytoplancton" fournit des valeurs pour les flux
de production particulaire et de production dissoute (Tech. Rep.
0M/1978 : 03, 09,15,18,22) ainsi que pour leurs composantes

(divers métabolismes).

3) S'assurer d'une bonne coh3rence des mesures.
La mesure de production phytoplanctonique est-elle cohérente avec
les taux d'utilisation mesurés pour les compartiments qui suivent
dans la chaine trophique (bactdries et/ou zooplancton) et avec les
taux de consommation enregistrés au niveau des nutrients ?

Les vérifications suivantes s'imposent, en ce qui concerne :

- les stocks : pour chaque &lément (notamment N et P), la somme
des concentrations dans les phases inorganique
dissoute . + organique. dissoute + particulaire
colonne d'eau + particulaire sédiment , doit res-—
ter constante au cours du temps (compte tenu des

entrées et sorties).

= les flux : pour chaque élément, la somme des flux de consom-
mation et de production (+ entrées et sorties) doit
d chaque instant se conformer i la courbe de flux

net que l'on peut aisément déduire de 1'évolution



temporelle de concentration,mesurable in situ.

Cette vérification est utile 3 1'échelle nycthémérale com-
me 4 1'E8chelle saisonnidre.

Cet exercice est actuellement tenté en ce qul concerne
l'azote (voir rapport SURV/07 et rapport de synthdse du

groupe ''mutrients").

- les flux moyens en bilan annuel : pour chaque é&lément on peut déter- -
miner un flux journalier moyen tel qu'on l'observerait
en état stationnaire du systdme entier. On s'attend 3 ce
que ces flux soient cohérents entre eux et que notamment
la somme des consommations &quilibre la somme des produc-

tions.

C'est au niveau des deux derniers points que ce situe la problématique
d'une estimation correcte des flux de production primaire (sous-esti-
mation d'excrétion, de respiration ?) versus l'estimation correcte

des flux dis 3 1l'activité hétérotrophe bactérienne (représentativité

de la respiration totale 3 l'obscurité, validité des mesures de vitesse
initiale de consommation ?). C'est pour tenter d'é@claircir ce probléme
que des mesures cinétiques de production primaire particulaire et
d'excrétion de matidres dissoutes ont &té faites (Tech. Rep. OM/1978 :03,
15,22). D'autre part, les limites théoriques de la distorsion entre
production observée et production réelle ont &étd discutées (Tech. Rep.

oM/1978 : 13). ¢

1.7 Vers une meilleure comprihension des Lois de rnégulation

Plusieurs orientations peuvent actuellement &tre discernées :
1. les recherches sur la spédciation (Tech. Rep. OM/1978 : 05, 22)
font considérer plusieurs aspects :
- la nature des produits excrétds est en rapport avec l'intensité
des métabolismes bactdriens hétérotrophes (problémes des dif-
férents temps de turnover)

= la nature de la biomasse phytoplanctonique est en rapport avec
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1'intensité du métabolisme zooplanctonique (probléme de valeur
alimentaire).

- la comparaison des temps de turnover des divers métabolites dans
les diverses composantes de la matidre particulaire peut indi-

quer le type d'utilisation qui en est fait.

les recherches sur les relations qui existent entre la taille des
organismes phytoplanctoniques (net-ou nannoplancton) et les exigences

alimentaires (sélectivité) du zooplancton, sont i préciser.

les recherches sur les relations fonctionnelles entre différents
métabolismes du phytoplancton et différents facteurs du milieu {ou
spécifiques) sont a des stades d'avancement divers selon que
1°) la variable &tudiée est nouvelle (vitesse de synthése
de métabolites divers, excrétion) ou pas (production particulaire)
2°) la relation est aisément mise en évidence (lumiére)

ou pas (nutrient limitant).

Ce troisidme point implique un volume important de recherches, par-
fois plus routinidres, ce qui ne va pas sans poser le probléme des
priorités d'action. On peut toutefois préciser ici que la recherche
de meilleures cohdrences ne doit pas nécessairement précéder la re-
cherche sur les lois de régulation du systéme. En effet, on peut
travailler avec des valeurs absolues non valid&es pour autant qu'el-

les restent utilisables en valeur relative (ex : la relation produc-—

tion primaire-lumiére).



11 . Resultats

IT.1 Stochks

1.1, Matiére particulaire

1.1.1. Pigments chlorophylliens

Le tableau I rassemble toutes les données disponibles en
ce qui concerne les croisidres de 1977 et 1978 i Ostende, Calais

et Hansweert (ou Nieuwe Sluis) (rapports OM/78 : 05, 09, 17, 22)

1 2 3
Ostende : 180777 21.50 (12.02)
181077 3.92 ( 2.60) 4.47 (4.00) 1.80 (1.27)
050478 16.19
190478 4,97
160578 5.89 6.15 (6.00)
110778 2.78 (1.88) 1.33 (0.54)
Calais : 260777 .34 (23)
101077 77 (.44) 0.93 (0.53) 0.87 (0.40)
170578 2.25 (2.00)
120778 0.64 (0.54) 0.61 (0.47)
Hansweert: 190777 18.51(9.35)
211077 4.48(3.03) 4,67 (1.87) 3.90 (0.80)
070478 7.21
210478 6.31
190578 7.17 3.36 (1.34)
Nieuwe 130778 3.60 (2.41) 2.32 (1.47)

sluis

Tableau I : Valeurs de chlorophylle a (active + phaeo-pigments)
et de chlorophylle a active (Lorenzen) (entre parenthéses)
en mg/m3
colonne 1 : phyto.total (rapports OM/1978 :05 et 22)
colonne 2 : phyto.total (rapports OM/1978 :09 et 17)
colonne 3 : nannoplancton (rapports OM/1978 : 09 et 17)



A partir de ce tableau on a pu établir les contributions relatives du

nanno- et du microplancton pour deux croisidres (tableau II)

Juillet 78 Octobre 77
nanno (%) micro(Z%) nanno (%) micro(Z)
Calais 87 13 50 50
Ostende 29 71 30 70
Hansweert 61 39 42 58

Tableau II : Répartition en nanno- et microplancton.

Remarque :

Sur base de ces tableaux le phytoplancton semble assez &galement
distribué entre nanno- et microplancton. Les &tudes réalisées lors
de la période 1971-1975 en Mer du Nord ont cependant montré qu'il
n'en est pas du tout ainsi et qu'il faut tenir compte de cet aspect
pour une bonne compréhension du systéme. Il en va de méme pour une
compréhension de 1l'@volution saisonnidre (voir aussi rapport

SURV/1978 : 03).



L1.2 Composition biochimique de La matilre organique particulaire.

Le tableau III'emprunte ses données au rapport OM/1978 n° 22.
A ces ré@sultats viennent s'ajouter quelques mesures de carbone organique (POC)
et d'azote organique effectuées par le "Biologische Anstalt Helgoland"

pendant les mois de mars et avril 1978.

Comparées au carbone estimé 3 partir des mdtabolites biochimiques, ces quelques
mesures suggérent que les protéines, hydrates de C et lipides représentent plus
de 507 (Calais) et 75% (Ostende) du stock total de carbone organique particu-
laire. Les composés organiques non dosds sont probablement des substances or-

ganiques complexes précipitéetels que les acides humiques.

Ces substances étant formées i partir des polyphénols et des produits
de dégradation des protéines et des carbohydrates, les valeurs du rapport C/N
peuvent osciller entre 5 et 12.

Le tableau III montre ais@ment que cette matidre organique détritique
"complexe" doit avoir & Calais le méme rapport C/N que celui calculé pour la
somme des métabolites biochimiques. A Ostende par contre, les valeurs plus
élevées du rapport C/N de la matidre organique particulaire totale indiquent
que la matiére détritique réfractaire est composée principalement des produits
de dégradation des carbohydrates.

Cependant, comme, en raison de sa nature phénolique, cette matidre détri-
tique complexe n'est que peu ou pas biodégradable, la fraction de la matidre
organique particulaire qui est composée de protides, lipides et carbohydrates
sert plus utilement & une comparaison des trois biotopes.

Outre la tendance globale d'une richesse décroissante de Hansweert
vers Calais, on observe une tendance nette évl'augmentation du rapport C/N
(et corrélativement une diminution du rapport P/H), ce qui implique une plus
grande richesse relative en hydrates de Carbone dans la Manche.

Ceci peut surprendre puisque on pourrait s'attendre & ce que, la parti-
cipation des apports terrigénes diminuant, la proportion des protéines aille
plutdt en augmentant.

Néanmoins, la comparaison des rapports C/N probables (voir remarque) de

la matidre détritique suggére que les détritus de 1'Escaut sont remarquablement
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plus riches en azote protéique que dans le milieu marin ou la composition

biochimique des détritus est identique i celle du phytoplancton.

Tout ceci permet de formuler les hypoth&ses suivantes :

1°) Si on admet que la composition biochimique du phytoplancton
induit celles des détritus dans un milieu marin, la différence de
_C observée 3 Ostende et Calais dépend de la richesse du milieu en
gléments nutritifs.
2°) la différence de C observée entre Ostende et Hansweert est essentiel-
lement due aux dégritus terrigénes, devenant dominants dans la matiére
en suspension alors que la composition biochimique du phytoplancton est

identique puisque les nutrients ne sont pas limitants.

Remarque : ‘

La discussion précédente repose principalement sur la connaissance des
contributions phytoplanctoniques et détritiques dans la matidre organique
totale. Le probléme de la séparation mécanique phytoplancton - détritus
n'étant pas encore résolu actuellement, phytoplancton et détritus sont esti-

més au mieux par régressions lindaires (rapport ARC 1977; OM/1978:05).

Ainsi le rapport C/N probable de la matidre détritique est calculé
statistiquement au moyen de régressions en faisant 1'hypothé&se d'une simi-
litude de composition biochimique du phytoplancton i Ostende et & Hansweert

basée sur les &galités de pattern de synth&se (rapport OM/1978 : 22).
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11.2 Identigication des voies dominantes de translocation dans 2es
Thods blotgpes xudies.

2.1. Mesures _globales des flux_carbone

2.1.1. Proportions relatives de production primaire particulaire
et de production dissoute apparente

Le tableau IV permet de comparer les trois biotopes aux
différentes Epoques de l'année en ce qui concerne les propor-
tions relatives mesur@es aprés 3 - 4 heures d'incubation

(rapport OM/78 : 03 et 15 + tabl.x1)

|
1
L avril (2) mai (2) juillet(l & 2)}octobre (1)
| |
5 p d P d ! p d I p d
1
|
Calais | 65-85 | 15-35] 4% | §3 l28(1) | 72(1)i 71 | 29
|
! 86(2) | 14(2)f 47 | 53
|
Ostende | 30-85 | 15-701 43 | 5% 197(1) 3(1)i 54-75|25-46
|
! 195(2) | s@i 75 | 25
| .
Hansweert | €8-100 | o-32 1 55 | g 188(1) | 12(1)] 84-96 4-16
; | | |
(1) = 1977
(2) = 1978

Tableau IV : Proportions (%) de production particulaire (p) et dissoute (d).

Quoique la quantification correcte de la production dissoute
implique des mesures plus fines (cinétiques permettant des
corrections &ventuelles pour des effets de latence ainsi que

pour la consommation bactérienne : voir plus loin), ces chiffres
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avec
permettent une comparaisoﬁvles données de la littérature
acquisesdans des conditions semblables. La gamme des va-
leurs les plus fréquemment observées est comprise entre
15 et 707 d'excrétion.
Cependant, les valeurs de juillet sont nettement plus
basses.
Un développement supplémentaire consiste 3 répartir le
flux d'excrétion entre nannoplancton et microplancton.
Le tableau V donne les contributions relatives du nanno-
lancton, respectivement d la production particulaire et

p
d la production dissoute.

avril 1978 juil. 1977 E octobre 1977
P p.d. | DeDs pwd s D.D- p.d.
I
' | |
Calais 42 61 1 100 74 16 66
90 85 |
Ostende Y 311 39 15 97 56
| 63 63 |
Hansweert E 74 60 ; - - 36 100
EHE ,
I [ i
Tabléau V : Part du nannoplancton (Z%) dans la production particulaire

(p.p) et dans la production dissoute (p.d.).

Au vu de ces premiers résultats, il semble que la contri=-
bution du nannoplancton & la production dissoute ne soit

pas significativement et systématiquement plus faible ou



plus forte que sa contribution & la production particulaire

¢+ (voir notamment la s&rie d'avril 1978). De méme, il n'v a
s y

12.

pas de tendance saisonniére ou régionale affirmée.

2.1.2. Contribution des bactiries "&ibres" a L'assimilation

de bicanbonate marqué

Tout comme on a pu séparer le nannoplancton du microplancton
par fractionnement des é&chantillons, il a &té possible de
calculer par différence, entre les résultats d'une filtra-
tion sur "pores'" de 1 u et de 0.2 u, la fixation de bicar-
bonate marqué par la fraction intermédiaire, vraisemblable-

ment constituée de bactéries libres.

Ces résultats sont acquis sur base des mesures de vitesse

initiale d'assimilation (tableau VI) réalisées en avril

et mai 1978 (voir aussi Tech. rep. OM/1978 : 03).

i |
; > 1u > 0.2 ﬁ i différence(= bagtéries
! ! libres)
| - |
Calais | 6.54 & .20 8.24 + .25 1 1.70 % .05  (21%)
| 1.93 £ .06 2.06 £ .06 | .13 % .004 ( 6%)
| 2.19 & .06 2.89 % .09 | .70 % .02  (24%)
Ostende 35.79 + 1 35.79 + 1 E
5.07 + .15 9.24 + .28 j 4,17 £ .12 (453
8.48 .25 8.48 + .25 |
Hansweert 1.80 + .005 1.80 £ .05 |
| 4.76 £ .14 5.67 + .23 1 .91 + .03 (162)
| 1

Tableau VI : Vitesse initiale mesurée

de confiance 3 95%.

in vitro (mg/

C/m®h) + intervalles



la contribution des bactéries libres serait donc loin

d'étre négligeable (6 3 45 7 dans les cas de différen-

ces statistiquement significatives).

Pour autant que 1°) il s'agisse bien de fixation ana-

plérotique

2°) les débris phytoplanctoniques ne

contribuent pas significativement &

la fraction intermédiaire

On peut utiliser ces valeurs pour une estimation de res-

piration bactérienne (voir § "cohérence').

saisons_et_les différents biotopes.

L'information disponible actuellement est résumée dans le

tableau VII.

Station petits métabolites  polysaccharides protéines

A Z Z

Calais TOY- 28 48 24
min. 19 45 17

max. 36 50 37

moy. 23 34 43

CEEEhdS o, 19 30 35
max. 30 37 49

moy. 29 31 40
Hansweert min. 20 29 33
max. 34 35 47

Tableau VII

Ce tableau montre que les conditions de croissance des

cellules phytoplanctoniques influencent fortement la syn-—

thése des nouvelles molécules organiques soit vers les

protéines soit vers les polysaccharides.
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Ceci apparait mieux lorsqu'on compare les rapports de vitesse
+,+ ) ..
P /H ( tableau VIII). Ce rapport semble donc &tre un bon indicateur

. - . 3 - z -
des différences existant entre les différents éco-systémes.

L'origine de ces différences est i rechercher au niveau des méca-

nismes de régulation (voir § "régulation').

Tableau VIl
]
BEmrtss |  activités stocks
| phytoplancton total phytoplancton
|
I 3o P/H P/H
iugC/Lh/ ugC/Lh ugC/L/ ugC/L ugC/L/ ugC/L
; i
i
I
Calais i |
= i
moyenne i .49 } .75
min - max i 37 - .72 .71 - .82
i
I i
Ostende E :
moyenne 1.28 i 1.24 1.21
|
min - max 1.05 - 1.57 | .90 - 1.70 1.02 - 1.43
Hansweert '
moyenne 1431 } 1.87 1.25
i
min - max .94 - 1.52 | .75 - 3.65 1.02 - 1.43
I
I
i

Les rapports de vitesse P+/Hf ont &té utilement mis en rapport
avec la composition biochimique des stocks de la matidre particu-
laire (phytoplancton et d&tritus). L'identité des rapports de
vitesse et de stock du phytoplancton montre que la mesure des
vitesses refléte bien la composition biochimique du phytoplancton.
L'analogie entre les rapports P+/H+ mesurés sur le stock total

de la matiére organique particulaire des milieux marins (Ostende
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et Calais) montre que le stock total de matidre organique
particulaire est principalement sous le contrdle du phytoplancton.
Les différences sont dues soit & des apports terrigénes (milieu
estuarien) soit d'une utilisation préferentielle de la matidre

organique formée.

Estimation des temps de turnover et utilisation de la matidre

organique formée :

L'identité des rapports des flux et des stocks dans le
phytoplancton peut servir de point de départ & une discussion
sur les temps de turnover des diverses composantes de la matidre
organique particulaire dans les milieux marins et sur 1'utilisa-
tion qui en est faite par les consommateurs du niveau trophique

secondaire.

A cet effet, si on considére le schéma a de la figure 1 dans
lequel on formule les hypothéses suivantes :

= P1 ¥ P2 = P3

état s i 1
h; hy = h t stationnaire

R

=T, =T = T, : les vitesses de turnover des métabolites
P¢ Hp- — ¢
phytoplanctoniques sont identiques 3 celles

)

du phytoplancton (T¢

Lexpression des vitesses de turnover des protdines et des hydrates C

détritiques peut s'écrire :

P1
Tpg = Ps
TH(S — hl
H

S
et si Tpg 7/ Tyg ¥ 1 ¢ on peut déduire une affinité différente des

utilisateurs vis-3-vis des métabolites formés.
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Le rapport des taux de renouvellement horaire des protéines et
des hydrates de Carbone dans la matiére détritique a &té calculé

pour les stations d'Ostende et de Calais :

Tableau IX :

Ostende Calais
moyenne 1.52 .53
minimum 1:22 .03
maximum 1.67 1

Les valeurs différentes des vitesses de turnover des

protéines et des hydrates de C détritiques

et T, .— mesurées

=T
PS HS
a Ostende et a Calais indiquent une capacité d'utilisation différente

de ces substrats chez les organismes détritivores.

Aussi, les inégalités p; > h; et Tps > Tus observées d Ostende sup-
posent que dans la mer du Nord les détritivores ont une affinité plus
grande pour les protéines.

Par contre, les inégalit@s p1 < h; et T

< T mesurées 3 Calais

PS HS
ne permettent pas de conclure 3 la préférence d'un substrat par rap-

port & l'autre des consommateurs.

11.3 Problemes de cohirence

3.1. Rappel des problémes principaux.

L'incohérence entre les chiffres de métabolisme hétérotrophe et
de métabolisme autotrophe globaux est apparuepour la premiére fois lors de
la tentative de bilan annuel faite pour la Baie Sud de la Mer du Nord

(Projet Mer, Rapport final vol.8). Ainsi pour la zone 1-S on avait :



Tableau X

L7

I
i Carbone Azote
i . :
Lo (g / m® ) (g / m® j)
I
. e l
production ]alre(a) E 370 (0 | 34 (2)
I i
|
L activités hétérotrophes E }
(b) } : (3) |
plancton } 2700 : ?
|
benthos | 150 I 2]
| 2850 Lo
I i
I
Distorsion :b/a i 7.7 } ?
| ]

Cette distorsion —-qui n'est en fait &tablie que pour le cycle du
carbone- indique soit une sous-estimation de la production primaire
brute soit une surestimation de 1'activita hé&térotrophe (voir discus-.
sion in Joiris, 1977).

D'autre part, sur base des courbes annuelles de concentration en 0,
dissous et tenant compte des échanges avec 1'atmosph&re, Billen

( in Rapport final 8) conclut 3 une surproduction primaire comprise

entre 10 et 70 g C/m® an.

DISCUSSION

Les deux observations se complétent pour indiquer que la production

primaire brute est fortement sous-estimée.
Mais & partir de 13, on peut faire deux hypothéses tré&s différentes

1°) environ 90% de la respiration planctonique sont dfs aux bactéries

hétérotrophes marines (l&re hypothése défendue, chronologiquement)

(N

(2)

(3)

:la production primaire en carbone est 1la production brute supposée

(production particulaire + 157 excrétion + 30% respiration hypothé-
tique)

:la production primaire en azote est calculde sur base de la produc-

tion nette (supposée égale 3 la production particulaire + 157 d'ex-
crétion)

tdonnées de 1974, sur base des Vi02 (voir rapport final ,vol. 8 )
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donc : la sous—estimation concerne 1l'excrétion de matiéres

organiques solubles par le phytoplancton.

2°) le phytoplancton est responsable pour une large part (respiration,
photorespiration) de la respiration planctonique globale.

donc : la sous-estimation ne concermant que la respiration du

phytoplancton, il n'y a pas nécessairement incohérence dan:
le cycle des éléments autres que le carbone et dés lors, w
mod&le de circulation d'azote basé sur la production pri-

maire nette serait correct.

3.2. Discussion_théorique_conduisant 3 _la_28me_hypothése

Dans le rapport OM/1978 : 13 on considére les équations suivantes.
établies pour un systéme (phytoplancton-bactéries) fermé et 3 1'état

stationnaire :

1°) On considdre l'8quation d'évolution, simplifiéde, du compar-

timent phytoplanctonique :

2 = @ens
ol B = biomasse
k = taux de production (=productivité) primaire
brute
e = taux d'excrétion
r = taux de respiration

rem : e et r peuvent aussi s'exprimer comme des fractions de

k, soit respectivement ok et Rk avec o+ 8 =1

2°) Dans le cas d'une expédrience de production primaire, on doit
retrouver les résultats partiels suivants en ce qui concerne
les taux, pour autant qu'il n'y ait aucune perte (de composés
volatiles , par exemple):
a) sur le filtre : production primaire nette apparente

k' =k - ak - Bk

ou 0 k= excrétion

Bk= respiration
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b) dans le filtrat : excrétion apparente
" e' = ak - xok

ol xok = fraction d'excrétion assimilée par les bactéries

hétérotrophes

c) en partie sur filtre et dans filtrat (?) : production bacté-

rienne nette

b' = xak - yxok ofl yxak = fraction perdue par respiration

bactérienne

Le total (k' + e' + b') -c'3-d ce qui est mesurable et correspond
d la notion expérimentale de productivité primaire -vaut, aprds

simplification,

K' = k(1 - B8 - yxa)
A partir de ces Equations on démontre aisément que :

1°) dans les hypothéses extrBmes et improbables ol :
a) 100Z de la production primaire seraient excrétds de facon
continue et od
b) ces 1007 seraient rapidement métabolisés par les bactéries,
(én supposant une efficience de 30%)
la production primaire brute réelle ne pourrait &tre 3.33 fois plus

grande que la production primaire mesurée.

2°) Par contre, si 100%Z (ou la plus grande part) de la production
primaire Etaient respirds, la production brute réelle serait
évidemment infiniment (ou beaucoup) plus grande que la produc

tion mesurée.

3°) On constate enfin que, pour autant que 1'excrétion de composés
labiles par le phytoplancton soit la seule source de subs-
trat, la respiration bactérienne ne peut, en régime, 8tre
plus de 2.33 fois plus grande que la production primaire

mesurée.
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Donc, il paralt peu probable que l'excrétion puisse représenter
une source de matiére organique aussi importante qu'on a pu 1'i-
maginer, puisque la distorsion ne peut facilement dé&passer un

facteur 3.

D'autre part, dans un systéme phytoplancton-bactédries (sans ap-
ports de M.0. extérieure), la contribution des bactéries 3 la
respiration globale ne peut dépasser une certaine limite, tandis

que la contribution potentielle du phytoplancton est illimité&e.

3.3. Respiration des_ "bactéries libres"

On a vu au § 2.1.2. que la contribution 3 la fixation de "CO, d'une
fraction comprise entre 0.2 et | U pouvait varier entre 6 et 45%7.
S'il s'agissait effectivement de fixation anaplérotique bactérienne, on
calcule que la respiration correspondante (anapl. = 57 resp.) vaudrait
respectivement 1.2 3 9 fois la "production primaire" mesurde. Cette don-
née est &videmment en contradiction avec le résultat de la discussion
du § précédent et en harmonie avec la l&re hypothése. Dans la discussion,
il y a cependant une condition restrictive qui n'est pas ndcessairement
rencontrée dans l'expérience, & savoir, que les bactéries ne dépendent
que de l'excrétion phytoplanctonique et que le systéme est & 1'état de
régime.

Le rapport MO/1878 23 fait la synthése des connaissances récentes
en matiére de photorespiration . Se référant particuliérement & un
article de Radmer et Kok (13876) , il souligne que la photoréduction
de D2 & la lumiére est un phénoméne guantitativement important
Ainsi, & 80 % de la saturation lumineuse , une culture de Scenedesmus
obligquus présente un bilan équilibré des flux de production d'0. et

2
d'uptake d'O2 et de CD2 dans les premiéres minutes de 1'expérience

production d'02 = uptake 02 + uptake CO

100% 25% 75%

2
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ol 02 et CD2 sont en compétition pouf 1'utilisation du pouvoir
réducteur généré par la photosynthése . On suppose qu'il s'agit Z'un
mecanisme destiné & protéger 1'appareil photosynthétique contre un
exces de "%orce réductrice” en lumiére forte. L’acide glycoligue_est
un intermédiaire des réactions impliquées dans ce métabolisme. Son
excrétion par le phytoplancton pourrait donc &tre un autre aspect du
méme phénoméne .

D'autre part, la respiration vraie (mitochondriale) serait un
phénoméne beaucoup plus discret (< 5% du taux de production'd'Uzl 3
et supprimé & la lumiére !

La détermination expérimentale la plus simple du taux de photo-

respiration se fait d'ailleurs en mesurant une libdration de CO marque,

2
& la lumigre (ex. Cheng and Colman, 13874) par des algues préalablement

marquées.

Enfin, les expériences de Odum et Beyers (1965) , quoique déja
anciennes , méritent qu'on y fasse référence : travaillant sur divers
microcosmes , ces auteurs ont invariablement enregistré une évolution
nycthémérale de la production nette & la lumidre et de la respiration
globale & 1'obscurité (fig. 2 ) telle qgu'elle suggére un mécanisme
semblable & la charge et & la décharge d'un condensateur (leur moddle
analogiquel , avec de fortes vitesses initiales de respiration dés 1la

mise & 1l'obscurité

Les faits tels que reprtés ci-dessus ne suffisent pas & éclaircir
totalement le probléme :1°) s'il s'agissait de photorespiration, le

taux de photoréduction d'0 devrait &tre vraiment beauccup plus élevé

2
pour expliguer une distorsion importante entre activité autotrophe et
hétérotrophe globale

2°) les faits ne sont pas toujours cohérents
ainsi, la photoréduction d’02 est supprimée & 1l'cbscurité et la fespira-
tion mitochondriale du phytoplancton ne serait que trés faible , alors
gue,expérimentalement , les consommations sont mises en évidence 2

1'obscurité |
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Production de €O, ™
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Expériences de Beyers (1965)
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Observant une production nette décroissante,

mais supposant une production brute constante (car fonction d'une lumiére

constante) , on déduit une augmentation
lumiére. A 1'obscurits,

progressive de la respiration i 1la
cette respiration est mesurée et décroit rapidement.



3.5.1. Cingtiques et causes de sous-estimation de production
dissoute
Des cindtiques de production particulaire et dissoute ont
€té réalisées "in vitro" (12 000 lux) afin de vérifier la validité
de mesures effectudes aprés un temps d'incubation fix& 3 4 heures
(temps généralement usité pour la mesure de la production parti-

culaire dans les trois biotopes).

Trois types de courbes ont &té& obtenus :

1) La_production dissoute varie linairement mais aprds un temps de

latence (fig.3a) :
dans ce cas, la latence correspond i une phase de marquage uni-
forme de tous les pools carbon&s du phytoplancton. Il y a sous-es-
timation du taux de production dissoute si les chiffres de fin et
" de début d'incubation sont les seuls 3 &tre pris en compte. La phy-
siologie du phytoplancton (durée de latence, intensité de la photo=-

synthése) est seule déterminante de cette sous—estimation.

2) La_production dissoute varie lindairement avec le temps (fig.)k)

dans ce cas, la production dissoute mesurée aprés 4 heures est

probablement correcte.

avec_une _décroissance apparente _du taux (fig. 3c)

dans ce cas, il y a &galement sous—estﬁnétion du taux de produc-
tion dissoute si on ne se base que sur les valeurs de début et fin
d'incubation. Dans ce cas-ci, la consommation hétérotrophe bactérien-

ne est plus probablement responsable de ce phénoméne.

Les quelques résultats rassemblés dans le tableau X| montrent que
les mesures de production dissoute effectuées aprés un temps d'in-
cubation de 4 heures sont en moyenne sous-estimdes de 20%. La sous-—

—-estimation due 4 la présence de bactéries peut occasionnellement
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Allures possibles des cinétiques de marquage de la fraction



atteindre 507; celle due & l'existence d'une latence est toujours

plus faible.
Remarque :

Les différences parfois significatives entre les sous-esti-
mations exprimées sous forme de taux ou de valeurs absolues de
production dissoute (tableau XI) correspondent & une diminution

de la production au cours de 1l'incubation.

Cette diminution peut &tre attribuBe soit 3 des phénoménes respi-
ratoires, soit & la présence de microzooplancton dans 1'&chan-

tillon.

3.5.2. Calcul de £'uptake hétirnotrophe néaliss sun La
production dissoute

Outre la recherche de la '"vraie'" excrétion, 1'intédrét des
cinétiques de produits extracellulaires marqués réside dans la
recherche du flux d'uptake des produits d'excrétion phytoplanc-

tonique.

Ces flux peuvent &tre estimés par calcul 3 partir de la
courbe d'é&volution des produits excrétés dans 1'dchantillon incuba.
En effet, si on considére le modéle b de la figure 1 dans lequel
on suppose E constant, 1'&volution de la radioactivité des pro-

. S B + - .
duits excrétés (E ) est donnde par la relation :

+
dE = e.a - h.a
T CO, E
dans laquelle aco, ¢ activité spécifique de 1'eau
2
ag : activité@ spécifique du pool de produits
excrétés = E:
E
+
d'oi dE +
== oo e -
It .aC02 h.E
; E
or h =1 (activité relative d'utilisation de E)
E T
donec dE+ 1 +
n
& -, -
at %0, ~ T F (1
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S1 on pose : e.aCO = A et %.= B
+ 2 +
(1) devient : dE + BE = A
dt

dont la solution analytique est :

E'= AC 1 - & 8%

B

applications

Sur la dizaine de cinétiques de 4 heures effectuées, 3 seule-
ment montrent une consommation hétérotrophe telle que le calcul
de 1/t soit réalisable (tableau Xiet figures 4,5 et 6).

Dans les autres cas il eut fallu de plus longues incubations

pour déceler une consommation éventuelle.

I

STATION | l/z(h™ )
Ostende 050478 .39
160578 .07
Calais 170578 .38
Tableau XlIi

Comparées aux mesures de temps de turnover de petits substrats
effectuées par le groupe "bactéries" (G. Billen et C.Joiris),

ces quelques valeurs de 1/¢ paraissent exceptionnellement
Elevées.

Par contre, les moyennes calculées pour l'ensemble des situations
conduisent 3 des estimations de l'utilisation hé&térotrophe

moyenne plus conformes 3 ces mesures (tableau X )

A ce stade-ci de nos expériences, une question se pose :
une cinétique d'excrétion de 4 heures peut-elle d'une manidre
générale mesurer une consommation hétérotrophe dans les trois

biotopes &tudiés?

Pour y répondre, nous avons utilisé le modéle théorique en y

injectant différentes valeurs de 1/z:figure #
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fig. 7 : courbes d'évolution des produits extracellulaires marqués

pour différentes valeurs de 1/«
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Tenant compte d'une erreur relative de 107 sur la mesure
d'exctétion, il ressort de cet exercice que les valeurs de 1/
donnant lieu & une déviation significative de la droite
d'excrétion phytoplanctonique sont;>.05.

Ces valeurs sont généralement supérieures (du moins i Ostende

et & Calais) aux mesures de temps de turnover des petits substrats
(voir synth&se bactéries).Dans l'hypoth&se ol les différentes
sortes de molécules excrétées sont effectivement représentédes par
ces petits substrats et ol ces derniers constituent la grosse
majorité des métabolites utilisées par les bactéries, on ne devrait
pas observer de consommation hétérotrophe endéans les 4 heures.
Les valeurs de 1/Z ,.39 et .38, calculées pour les cinétiques
d'excrétion correspondraient donc i des situations exception-
nelles expliquées soit par une non-stationnarité momentanée,

soit par une importante excrétion de molécules n'entrant pas

dans la catégorie des '"'petits substrats" et effectivement

utilisées rapidement par les hétérotrophes.

Afin de permettre une comparaison avec les flux d'assimilation
hétérotrophe mesurés dans le groupe. "bactéries" nous avons pro-

cédé aux calculs suivants :

3.6.1. Production particulaire intéghie par mZ et par foun

La forme de la relation[Prod. part. = lumiére}étant relativement
bien connue, on peut tenter d'appliquer le modéle de Vollenweider
au calcul d'intégration sur la profondeur et la journée.

Les résultats présentés au tableau XIIT sont cependant & nrendre
avec prudence, beaucoup de paramétres devant encore &tre mieux

validés.
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Dans la formule générale

e b
[ =,
¢
Q Co 7

l'algorithme Z.F(Ié ) est basé sur une série d'hypothéses concernant

la forme de la relatEon photosynthése-lumidre (ici : "Vollenweider II",

a4 titre provisoire) et l'évolution de la lumidre dans 1la journée (ici : la
courbe sinusoidale moyenne, typique pour la saison).

Cependant, le coefficient d'extinction et popt doivent &tre effectivement

déterminés chaque fois.

On voit dans le tableau XIIT que l'algorithme multiplicateur EEF(I ) ne
varie pas énormément selon la saison ou le biotope. Ce sont en fait la
transparence de l'eau et 1°' importance du stock (+ problémes possibles
d'hétérogénéité verticale a Calais), combinées & l'efficacité de production
par unité de biomasse, qui conditionnent la production primaire particulaire
intégrée.

Les valeurs de preduction en mer figurant au tableau XIII sont des valeurs
assez basses. Elles s'inscrivent cependant dans les gammes connues pour

la Baie Sud de la Mer du Nord en juillet et octobre. Rappelons que la pro-

duction particulaire Peut atteindre 3000 mg C/m2j lors du pic de printemps.

5.6.2. Production dissoute intégrie par mz et pan jour

Prenant 1l'hypothése - simplifiée (voir § 4.1.2) - d'une proportion constante
de production dissoute, on a
<f-production particulaire
1 - &

on & = fraction du total, excrétée

production dissoute =

Tenant compte de la sous-estimation de 10 & 16 % sur les taux mesurés
dans les expériences non cinétiques (voir tabl. XI) et utilisant les valeurs
d'excrétion du tableau IV, on peut calculer les productions dissoutes intégrées,

figurant au tableau XITIT
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I1. 4. Régulation des métabofismes par Les facteuwns du milieu

Pour comprendre 1'évolution du systéme et éventuellement la moddliser
il faut absolument gque soient connues les contraintes gu'exercent les
facteurs du milieu (lumiére , température , concentration en nutrients limi-
tants ,etc.) sur les différents flux gue l'on a cherché & identifier et
guantifier (voir §§ précédents) .

Celles-ci s'appliguent plus précisément aux constantes cinétigues des réac
tions biochimiques qui déterminent ces flux.

La recherche en ce domaine consiste & &tablir les lois selan lesquelles
les constantes cinétiques répondent aux variables de commande.Il est évident
>que les compartiments biologiques auxquels on s'adresse doivent 8tre homogene-
ment fonctionnels. C'est la raison pour laquelle le fractionnement en nanno-
et microplancton est poursuivi.

C'est dans le domaine de la relation production particulaire-lumiére
gue cette recherche est la plus avancée actuellement.

Aujourd’'hui , et avant gue 1'étude précitée ne soit complétée (la plu-
part des acquis n’étaient que des premiéres indications), s'ajoutent une
série de nouvelles variables (excrétion,vitesses de synth2se de métabolites
divers , respiration, etc.) gqu'il s'agira d’aborder de la méme manidre.

Oe plus, 1'étude du r8le de la lumidre ne doit pas faire oublier celui

des autres facteurs (nutrients notamment).

4.1 Influence de 1la lumiére

9.1.7. Ingluence de La Lumilre sur La production particulaire

La relation photosynthése-lumiére et les modeéles gqui la décrivent le
plus justement ont d8ja été étudiés lors du programme CIPS (Mommeerts, in
Projet Mer , Rapp.final,8) en ce qui concerne la Mer du Nord.

Dans le cadre du projet “Matiéres organiques” 1l convenait de préciser
les valeurs des paramétres utiles de cette relation ,pour les deux biotopes

supplémentaires.



Les rapports OM/1978 09,15 et 18 fournissent les données brutes permettant
de reconstituer une série de courbes photosynth&se-lumidre (fig.8 )
Le tableau XIV donne les valeurs probables des paramétres de saturation

Ié et Dopt (voir fig. 8) déduits de ces courbes et permettant la modélisa-

tion de la production intégrée sur la profondeur (voir § II.3.6.).
Du point de vue de la recherche sur les régulations , il est particuliere-

ment utile de sulvre les variations des paramétres Ko (=popt/chlor.a] et

pt
4 (=Kopt/Ié ) qui ont des significations physiologiques précises (tabl.XV).
Avril 1978 Mai 1978 Juillet 1977 Octobre 1977
1978

Stati ! ! :

SLLOn IK popt IK popt Ik Popt Ik popt
CALAIS 4-6.5 2.5-6 e - 30 4.5 10 4.5

20 2:5
OSTENDE 4-6.5 9-13 £ 5 16 £15 13 7 16
7-9 20-30

HANSWEERT - - 3 7 - - 10 18

Tableau XIV.Valeurs d’Ik (joules/cmzh) et de pOpt (mg C/ﬁsh)

La variation saisonniére d'Ié , déja constatée en 1871-1975:pour la Mer
du Nord semble confirmée. D'autre part, il ne semble pas y avoir de différences

marquées entre les trois biotopes.
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Fig. 8. Courbes production particulaire-lumiére

observées & Ostende, avril 1978
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Avril 1978 Mai 1978 Juillet 1977 Octobre 1977
1978

Station hopt a KOpt a Kopt a Kopt d

2.0-3.0 10.4-0.5 - - 13.2 0.4 5.8-7.51]0.6-07 -
4.6 0.2

OSTENDE 1.4-4.4 10.2-06 2.7 }().5 6.9 )(3.4 4.0 0.6
1.0-2.7 10.2-0.7

HANSWEERT - - 5.2 1.7 - - 4.0-9.5 0.4-09

Tableau XV : valeurs de Ko

le=1

™ et a h 17N

pt

Les valeurs de Kopt et « concernent respectivement le rendement photosynthé-
tigue maximal de la chlorophylle (un paramétre pouvant notamment dépendre de
la concentrdtion en nutrients limitants et de 1la température]) et la dépendance
de la lumiére en situation non saturante (un paramétre pouvant aussi &tre 1ié
& 1l’espéece).

Pour 1'instant , aucune tendance — régionale ou saisonniére — vraiment

S

claire ne se dégage de ces valeurs . Il se peut cependant qu'a 1'avenir, des
données supplémentaires viennent confirmer 1'impression qgue les valeurs de
Kopt sont plus faibles en avril (effet de bloom) et que les valeurs de &
sont plus élevées & Hansweert (adaptation & un environnement faiblement

éclairé).



4.1.2. Influence de La Lumidre sur La production dissoute

En premiére analyse , la production dissoute parait représenter une
fraction relativement constante de 1la production totale (voir les nombreuses
données du rapport 0OM/1S78 15 ) , c-a-d gue sa relation a la lumiére obéit
approximativement & la méme loi que la production particulaire et peut donc
étre simulée par le méme modéle (ex: Vollenweider).

Cette conclusion n'a pu &tre obtenue qu'en soustrayant les chiffres d'incu-
bation & 1'obscurité pour chacune des fractions (= tentative d’'élimination
de la composante "fixation anaplérotigue+background” pour la fraction parti-
culaire et de la composante "background de contamination organique d’ampoule”
pour la fraction disscute). Comme les bruits de fond exacts n'étaient pas
connus , les courbes de % d'excrétion montrent cependant encore une treés
grande variabilité aux plus faibles éclairements (fig. 9 ). La tendance moy -
enne (fig. 19) va dans le sens d'une légére diminution du % excrété . Pour

8tre tout & fait correct , il convient daonc de prévoir un algorithme parti-

culier pour le calcul de l'excrétion in situ

soit P; =P F1[ I ) 1l'algorithme utilisé pour la praduction primaire

opt
particulaire (par ex. le modéle de Vollenweider)

~

ou Pr = production particulaire & la lumidre I

Dopt = optimale

F1( I )= fonction de la lumiére

et EI = Eopt

excrétée - lumiére”

. FZ( I ) 1la relation "fraction de 1la production totale

ol : SI = fraction du total excrétée & la lumiére I

sopt - ” ” " ” Optimale
FZ( I )= fonction de la lumiére
on définit 1l'algorithme suivant pour 1'excrétion
E..- T,0I) -
o - opt 2 . pOpt . ‘F/]( I)

1 - Sopt' fz( I)

Avec les données actuelles on a Fz( I }J= 0.0133 I + 0.8



o

100 —

S0

32 bis

o, S i R
¢ \ - ___ ‘-—____._. -‘\_“'_\_—-
a # \ -~ - - =~ =~
-—9 .~ /f - — “\~§\ -~ i
\ e’ /e ‘~\Q~:gl.l,
v 7 -~ & 15.4
r® P - /.
// \\ ‘/ /’/ P P
/\ -~ 4 4
i \ \ -, // ,
! \ N 4 - ’ e e = — e e o 14
® \ / \ I ; em =
Lg ’ e~ -
7Ny / ’ e .’*
! \y, ! -7 -
/ \ag ! L _ -
] Vs ) "1 / -
1{ e 1 ’/ R —’f
It ( R ! - 4 ”4
.5 L - / .-
o \)’l / _ -
| AN / - e e e e ——— == =0 0.k
I LA < s e ——
{ e SO 7 Y T
8 0-—4"'3"_ Y L
i 7 Y e -
7 I\ _e-=--~
9, b= N
[ & ‘o
e 7
:\\ /’ pEN
ANEN ’ ! ~
\ ‘.‘ ! \\
N » ~
° « ~‘4~~ S~ s il o W 3 ey G e e LR D e ey s B B -2 {4
AN 1 _~~————~—\—~—\_
Yo J; "'--~~—.._.—-_....._.-__.._..._....._-..Qu_(,
~
S 31 s ey e s s - = e - - e e em em em et e e e e e e e e - - ~——=-0 8.4
r"‘}\‘\ s e (s Ve e g e o, —_———— e iy
- o ~ e e e e s i
.’
T T T T T
ER) '~‘l, 2.2% 3.33 PAS 134.9
-] -1
I(Jcom "h )

% de la production

o

Fig. 9. Courbes production dissoute - lumiére (en
totale) observées a Ostende, avril 1978.



32 ter
T
/ T
®
loo < F
_—e-—"7
=T
9 ==y ®
50 -
5 L
s |
-3 i) b T e e s e B s s me e -
.2 -
A
4
T T T T +
35 1. 233 349 :&"
-2, -1
I (Jem "h )
Fig. 10. Tendance moyenne du % d'excrétion (par rapport au % maximum, pris

cercles noirs :

comme index 100) en fonction de l'intensité lumineuse
moyenne + déviation standard

cercles blancs coefficient de variation (w /&)



Excnetion a £'obscunite

Se basant sur les résultats de guelques expériences préliminaires avec
prémarquage , le m@me rapport (OM/13878 15) indique aussi que 1'activité
d'excrétion pourrait se prolonger pendant quelgues heures apres gue les
cellules phytoplanctoniques aient été plongées dans 1l'obscurité . Ce phénomene
a probablement son importance du point de vue écologique puisque la turbulence
de l'eau améne les organismes phytoplanctoniques & passer rapidement par

des zones d’'éclairement variable.

4.7.3. Autrnes processus ingluences par La Lumidnre

La spéciation de la synthése des métabolites , 1la photorespiration , 1la
resplration sont également influencées par la lumiére . Ces aspects n'ont
cependant pas encore fait 1'objet de recherches particuligres dans le cadre

du programme "Matiéres organigues”.

Remargque : un rapport particulier traite des guelgues données actuellement
disponibles en ce qui concerne les probla&mes de nutrients.

4.2.1. Régulation de La photosynthise et de £'uptake de nutrients

Deux aspects ont été plus concrétement abordés dans la période 13877-1978

1. Stimuletion de la production & la suite d'enrichissements en NDé

Une réaction positive implique que 1'élément testsé est en boncentration
limitante dans le milieu . Une telle stimulation de la production parti-
culaire a été nettement observée & Ostende et & Hansweert en octobre 1977.
Par contre , il n'y a pas eu d’'effet significatif lors des croisiéres
d'avril et mai 1978 (rapport OM/1978:18). La conclusion est trds incertai-
ne , d'autant plus gue le critére retenu n'est pas le meilleur : en effet,
c'est dans une stimulation de 1'uptake plutdt gue de la photosynthése gqu'il

faut rechercher une réponse & la question d'une détermination de 1'élément
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limitant . Une recherche sur les autres é&léments potentiellement limitants
fait également défaut .

. Recherche de la nitrate-réductase

On sait per la littérature gue la synthése de la nitrate-réductase
(permettant 1l'utilisation de NOé par le phytoplancton) est inhibée par
le NHZ & partir d'un certain seuil ,placé fort bas ( 21 M/1).

+

Comme la concentration en NH4 est généralement plus élevée dans naos
eaux , la guestion de la disponibilité de ND3 se posait fortement .
Cette guestion a été résolue en partie (rapport 0OM/1978:21) puisgu'on
observe de la nitrate-réductase presque chague fois gu'il y a du phyto-
plancton . Il faut cependant soguligner gue cela n'impligue pas automati-

guement gue le NOz soit effectivement utilisé par le phytoplancton

3

4.2.2. Nature des produits de synthése

La nature des produits métabolisés par les cellules phytoplanctonigues
dépend de différents facteurs 1liés 3 l'espéce (position taxonomigue, état
pnysiologigue) et au milieu (nutrients , lumiére , salinits , ﬁempérature].
Quoiqu'encore peu nombreux , les résultats acguis sembleraient indiguer gue
chague milieu supporte la croissance d’'une communauté phytoplanctonique
propre , caractérisée par une composition biochimique propre , indépendem-
ment de la diversité des espéces et peut-8tre de la taille des organismes.

I1 semblerait d'autre part que la richesse plus ou moins grande d’un
milieu en azote minéral dissous influence les prpportions de protéines et

d'hydrates de carbone nouvellement synthétisés

b

~ une communauté phyctoplanctonique se développaat dans un
milieu oligotrophe (Calais) synthitise relativement plus
+

5 . .. . _ RO
d'hydrates de C que de¢ protéines (P /H < 1).

- les populations phytoplanctoniques des milicux riches
en azote minéral dissous (Ostende - Hansweert) ont un

taux de protéines suplrieur & celui des hydrates de

c (T/u" by,
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111. Conclusions

ITT.1. Resuwltats et problimes en suspens

Les diverses recherches sur le phytoplancton qui — pour obéir 3
une certaine logique — ont été présentées dans un cadre d'approche sys-
témique , ont apporté des débuts de réponses aux deux problémes principaux

qui motivaient le groupe "Matieéres Organiques™:

La mise en évidence et 1'étude de variantes significativement
différentes des cycles biogéochimiques est-elle susceptible de
faire progresser notre compréhension des mécanismes qui régissent
le fonctionnement des écosystémes marins de nos régions ?

I1 a en tout cas été établi que des différences nettes existent entre
Calais,Ostende et Hansweert en ce qui concerne la composition biochimique
des organismes phytoplanctonigues et des détritus ainsi que dans les "pat-
terns” de biosynthése. Ceci pourrait avoir une influence au niveau des
consommateurs (bactéries,surtout vis-a-vis de la matiére dissoute , et zoo-
plancton , surtout vis-3-vis de la matiére particulaire).

Par contre , on n'a pas pu mettre en évidence des différences signifi-
catives en ce qui concerne les taux de production , d'excrétion , la répar-
tition entre nanno- et microplancton , les paramétres de la relation photo-
synthése-lumiére . Ceci n'est cependant pas un résultat définitif car ,
pour beaucoup de ces aspects , le nombre de mesures était nettement insuf-
fisant & moins que ce ne soient les conditions du milieu qui éteient excep-
tionnelles (climat défavorable , par ex.).

Enfin , une série d'aspects importants n'ont pas été abordés pendant
cette période : ex.-nature des populations (& mettre en rapport avec grazing)

-régulation de 1'uptake par les nutrients limitants
-importance de la mortalité naturelle du phytoplancton
-spéciation de la production dissoute

etc. .
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Sachant qus les chiffres de consommation hétérotrophe globale
étaient incompatibles avec les valeurs avancées Jusqu’'ici pour 1la
production primaire brute , était-il possible gue le phytoplancton
soit néanmoins une source importante de petits métabolites pouvant
servir de substrats aux bactéries hétérotrophes ? Au cas ol 1'excré-
tion phytoplanctonique ne pouvait expliquer cet apport de matiéres
organiques , y avait-il d'autres explications aux valeurs élevées
de respiration globale ?

Oes progres importants ont été accomplis en ce qui concerne la quanti-
fication correcte de 1'excrétion phytoplanctonique ( mise au poiht d'une
approche cinétique) , de la forme de régulation par la lumiére et du cal-
cul de l'uptake hétérotrophe éventuel & partir des écarts aux taux initial.
' On a montré que , quoigue non négligeable , 1la production dissoute
n'était généralement pas supérieure & la production particulaire .

0'autre part , 1'uptake hétérotrophe sur la production dissoute est
en général assez faible

I1 semble donc qu'il faille trouver d'autres raisons aux chiffres élevés
de respiration globale & 1'obscurité . La possibilité d'une respiration ou
d'une photores piration phytoplanctonique plus élevée que prévues a été
discutée . Il y a cependant un ensemble de faits contradictoires qui conti-
nuent & obscurcir ce probléme : selon des données récentes de la littérature,
la respiration phytoplanctonique serait supprimée & la lumiére et de toute
fagon trés faible & 1'obscurité . O'autre part, des mesures de fixation de
C02 marqué pouvant &tre attribuée aux”"bactéries libres” (fraction comprise

entre 0.2 et 1 micron) impliquent des respirations trés impaortantes

IT1.7. Thames de rechenches futures

Les guestions soulevées au § précédent constituent évidemment des sujets de
recherche prioritaires :

- la respiration et/ou la photorespiration du phytoplancton peuvent-elles contri-

buer de maniére importante 3 la respiration globale ? Comment se fait la régula-

tion de ces activité ? Des recherches indicatives peuvent ss fairs & 1'aide de
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cqltures axéniques . D'autre part , il existe des méthodes permettant de mesurer
le taux de photorespiration .
- on cherchera & préciser les interactions suivantes :
-phytoplancton-iooplancton ! par des mesures de spéciation de la matiére
organique particulaire , couplées 3 des dosages d’enzymes digestifs
du zooplancton
-phytoplancton-bactéries : par des mesures de spéciation de la production
dissoute
- en ce quil concerne des paramétres déjd connus , une série de points restent &
préciser en ce qui concerne les régulations (effets des nutrients sur la pro-
duction primaire et 1l'uptake , sur l'excrétion , sur la spéciation des métabo-
lites excrétés ; excrétion a 1'obscurité et aux fortes lumidres ) s
- d'autres paramétres n’'ont jamais été étudiés : il en va-ainsi de la mortalité
"naturelle” (non due au grazing) dont la quantification est importante pour
la modélisation du systéme et qui peut représenter un facteur important dans
le déterminisme de la fourchette phyto-zoo ou phyto-bactéries.
Certaines expériences sont prévues pour tenter d'évaluer 1'activits exo-enzy-

matique déployée sur du matériel cellulaire mort .
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1. Inthoduction

Dans le cadre de 1'étude synécologique du fonctionnement des milieux
marins, l'objet principal des recherches microbiologiques consiste 3 es-—

timer 1'intensité, et & comprendre le déterminisme de 1'activité hétérotrophe.

La notion d'activité hétérotrophe, méme limit&e aux microorganismes peut

avoir 2 acceptations :

- 1'activité hétérotrophe au sens large (respiration totale) recouvre
toute utilisation de matiére organique & des fins énergétiques. Elle
comprend donc la respiration par le phytoplancton de matiéres organi-
ques intracellulaires et celle, quantitativement Beaucoup plus faible,
du zooplancton _ ‘

- 1l'activité hétérotrophe au sens strict ne comprend quant 3 elle que
l'utilisation de substrats organiques exogénes, prélevés directement

dans le milieu.

Jusque tout récemment, les méthodes directes de mesure de 1'activité
hétérotrophe utilisées dans ce programme (mesure de la vitesse initiale de
consommation d'oxygéne, mesure de 1'incorporation anaplérotique de bicar-
Bonate) ne donnaient acc&s qu'd 1'actiyité hétérotrophe au sens large (res-

piration planctonique totale').

-

La démarche du sous-groupe "Microbiologie" a été de rendre opérationnelle

la définition de 1'activit& h&térotrophe au sens strict, grice

- 3 1l'analyse spécifigque de la matidre organique présente dans
le milieu marin : détermination des concentrations naturelles
des principaux substrats.

- & la mesure spécifique de 1'utilisation hét&rotrophe de cer-

taines molécules organiques représentatives.

L'avantage de cette approche, outre qu'elle permet d'accéder i la mesure
de 1'activité hétérotrophe au sens strict, &cologiquement plus significative,

est de permettre ensuite 1'accds aux mécanismes de son déterminisme.




2. Stocks de matiere organdique.

2.1. Dosage direct des substrats directement utilisables.

2.1.1. Concept de matiére organique directement utilisable.

Parmi 1'énorme diversité des substances organiques constituantes
de la matidére organique des eaux naturelles, un petit nombre seulement

peut &tre directement prélevéés et utilisées par les microorganismes.

La pénétration d'une mol&cule organique & 1'intérieur de la cellu-
le des bactéries est en effet un phé&noméne actif, catalysé par un enzyme
spécifique appelé perméase. Ne peuvent €tre substrats de ces perméases
que des molécules de petit poids moléculaire, monoméres ou di - et
triméres, comme les sucres, les acides aminés (&ventuellement di - ou

tri peptides), les acides organiques.

Ce n'est que par l'intervention d'exoenzymes que des particules
ou des molécules organiques de haut poids moléculaire peuvent in fine

étre utilisées par les bactéries.

Le pool de matiére organique directement utilisable est donc cons-
titué par 1l'ensemble des molécules organiques de petit poids molécu-

laire.

2.1.2. Mesure des concentrations en petits substrats organiques.

2.1.2.1. Méthodes.

Acides Aminés : chroratographie d'échange ionique sous pression
(Amino acid Analyser Beckman, model 120) aprés

concentration et désalement sur Chelex 1Q0.

(G.Gillain : rapport d'activité ARC 1977. Lab.
Océanologie ULg).

Glycollate colorimetrie apr@s concentration sur alumine

( Shah et Wright, 1974).

Glucose, Acetate, Lactate : Dosage enzymatiqué;direct avec détection
fluorimétrique de NAD(P)H produit.

(G. Billen & J. Putman, Tech. Rep. OM 1978 04).



2.1.2.2. Résultats

Les concentrations mesurées tout au long d'un cycle annuel
aux trois stations Hansweert, Ostende et Calais sont données dans
les tableaux Ia (3 acides aminés représentatifs, glucose, glycollate,

acétate et lactate) et Ib (tous les acides aminés).

2.1.2.3. Discussion

Ces résultats ne montrent pas de variations importantes,
ni saisonniéres, ni géographiques. L'interprétation de ce fait,

tout d fait remarquable sera discutée plus loin.

Remarquons dés & présent que la gamme de ~ concentration trouvée
ici concorde tout & fait avec celle des dosages similaires publiés dans
la littérature, qu'il s'agisse de mesures effectuées dans des eaux
douces, des eaux saumidtres ou des eaux marines, cdtidres ou océani-

ques (voir tableau II).



Tableau Ia : Concentration des substrats organiques dans 1'eau

des trois stations étudiées.

( en umole/1).

Hansweernt
Ala Asp. Lys. Glyc. Gluc. Acet. Lact.

19.07.77 0.084 0.033 0.021 2.0 - 0.2 0.2
21.10.77 0.042 0.013 0.014 - 0.06 0.2 0.2
07.04.78 0.044 0.024 0.010 4.5 0.08 1.5 -
21.04.78 0.020 0.015 0.010 4.5 0.08 3.3 -
19.05.78 0.054 0.010 0,010 0.05 0.2 -

Ostende
18.07.77 0.050 0.019 0.036 1.8 - - 1.6
18.10.77 0.021 0.031 0.030 - - 0.2 4.9
05.04.78 0.015 0.028 0.010 3.0 0.02 2.4
19.04.78 0.010 0.020 0.010 3.1 0.02 1.3
16.05.78 12h  0.049 0.019 0.015 0.05 0.2 0.2

24h 0.02

11.07.78 0.04

Calais
26.07.77 0.141 0.065 0.028 0.9
19.10.77 0.176 0.100 0.034 - 0.04 4.0
04.04.78 0.036 0.020 0.031 2.3 0.01 0.
18.04.78 12h  0.036 0.010 0.010 2.3 0.005 0.2

24h  0.010 0.015 0.020 0.005

17.05.78 0.015 0.012 0.020 0.01 0.2 1.6
12.07.78 0.6

Mesures effectuées par :
Ala, Asp, Lys : G. Gillain, ULg
Glycollate, Acet.,Lact. : G. Billen, ULB
Glucose ¢ J. Wijnant-, VUB
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Tableau II : Revue de la littérature sur les dosages de petits substrats
organiques.
Substrat Milieu concentration (uM) Auteurs
Acides aminés ac. am. indiv. ac.am. totaux
Pacifique 0 - 0.38 0.16 - 1.24 Degens et al. 1964
Mer Noire 0 - 0.09 0.02 0.37 Starikova & al., 196
Mer d'Irlande 0 - 0.08 0.04 - 0.31 Riley & Segar, 1970
German Bight 0 - 0.15 0.08 - 0.70 Bohling, 1970
Atlantique 0 -0.16 0.06 - 0.47 Pocklington, 1971 ~
Manche 0 - 0.08 0.10 - 0.80 Andrews & Williams,7
York estuary 0.005-0.17 0.38 Hobbie et al., 1968
Baie de Tokyo 145 Seki et al., 1975
Pacifique 0 - 0.03 0.02 - 0.08 Williams et al, 1976
Mer d'Irlande 0.02-0.16 0.52 Chau & Riley, 1966
Mer Baltique 0.13 0.39 Dawson & Gocke, 1978
Glucose
Atlantique - 0.33 Vaccaro & Jannasch,6
Atlantique - 1.1 Vaccaro et al., 1968
Pacifique 0.03 - 0.08 Degens, 1964
Fjord Scandinave 0.05 - 0.25 Josefson, 1970
Manche 0.002- 0.03 Andrews & Williams,7
Baie de Tokyo 0.06 - 0.64 Seki et al., 1975
Acide Glycollique
Baie d'Ipswich 0 - 0.5 Wright & Shah, 1975
Estuaire de 1'Essex 0.26 Wright & Shah, 1975
Estuaire de 1'Essex 1.2 Anitia et al., 1963
Mer d'Irlande 0.7 Al-Hassan, 1975
Baie d'Ipswich 1.0 Shah & Wright, 1974
Urée
Atlantique Q0 - 0.3 Mc Carthy, 1970
Atlantique 0.25 - 2.5 Remsen, 1971
Atlantique 0.02 - 0.3 Newell et al, 1967
Baie de Mikawa 5 -3 Mitamura et al., 197
Acetate Pacifique 0.1 =40 Koyana et al., 1959
lagune d'aération 1.7 =12 Stanley & Staley, 77
Formate Pacifique i - 20 Koyana et al., 1959

Tart+tata

Dant £35 e



2.1.3. Estimation du_stock_total de substrats directement utilisable

A partir desdosages présentés ci-dessus, nous tentons, dans
le tableau III, d'évaluer grossidrement l'ordre de grandeur du

stock total des substrats directement utilisables, en ugrC/1.

2.1.3.1., Amino - acides

Les dosages présent&sau Tableau Ib couvrent l'ensemble des
acides aminés libres. Les résultats, convertis en ugrC/1l en sont

repris au Tableau III.

Les polypeptides, n'&tant pas retenus sur la colonne de

Chelex 100 lors de 1l'étape de concentration, &chappent 3 ce dosage.

A quelques occasions, nous disposons de dosages des fonc-
tions amines primaires libres (méthode 3 la fluorescamine). Outre
les acides minés libres, ce dosage couvre l'extrémité amine libre
des polypeptides et les &ventuelles amines primaires non acides.
La comparaison avec les dosages d'acides aminds est donnée dans

le tableau ci-dessous:

uM/1 de £2% -NH, dans i uM/1 de £2° -NH, libres
Station | les ac.aminés libres
! (dos.ac.aminés libres) (dos. & la fluorescamine)
Hansweent 19.07.77 .938 2.2
21.10.77 : .580 1.0
Ostende 18.07.77 641 1.1,
18.10.77 .649 3.81
Calais 26.07.77 1.372 3.4
19.10.77 1.962 1.93

|
1 1

Il est probable que les protéines dissoutes suffisent 3 expliquer
les valeurs environ 2x plus &levées trouvées par le dosage 3 la

fluorescamine.



2.1.3.2., Glucides.

Nos mesures directes ne couvrent que le glucose. Dans
1l'avenir, il sera possible, par le méme type de méthode enzyma-
tique, et donc sans un accroissement exagéré de l'effort analyti-
que, d'étendre nos dosages 3 2 autres monosaccharides, le fructose

et le galactose et d un disaccharide, le lactose.

En attendant, force nous est d'estimer le stock total
de glucides de faible poids moléculaire 3 partir des concentra-
tions mesurées de glucose et de quelques mesures citées dans la

littérature de l'ensemble des glucides.

Des mesures concordantes effectudes par Josephson (1970)
dans un fjord scandinave et par Degens et al (1964) est possible
de tirer une répartition moyenne des principaux monosaccharides

dans l'eau de mer (en 7% du total des monosaccharides)

Glucose (Cg)

Galactose "

Fructose "

Nannose "

Arabinose (Cs)

Rhamnose "

Gullmarfjord(Josephson 1970) Pacifique(Degens et| Black sea
al, 1964) |1(Mopper cité
35 m 2 m 35 m 2 m Om 2000 m 3000 mi par Dawson)
20% 30% 25% 30% 407 | 437 437 50%
25 ; 20 7 21 40 10 8
2 4 3 g i o= |- - 417
17 22 7 19 20 38 49
10 9 10 7 - = s
17 13 8 13 = 5 - !
; |

D'aprés ces valeurs, le glucose représenterait en moyenne 307

du total des monosaccharides.

A notre connaissance, il n'existe pas de mesure de disac-
charides dans 1l'eau de mer. Il est pourtant certain que les
disaccharides sont parmi les substrats directement utilisables

pour les microorganismes.

Le tableau III ne reprend donc que le total des monosac—
charides obtenu en multipliant par 3.3 la concentration mesurée

en glucose.



2.1.3.3. Produits d'excrétion phytoplanctonique.

Le glycollate doit &tre considéré@ comme 1'un des pro-

duits lTes plus typiques de 1l'excrétion phytoplanctonique.

De quelques é&tudes existant dans la littérature sur la
spéciation deé 1'excrétion phytoplanctonique en conditions naturel-
les il apparait que le glycollate constitue une part significative

du carbone total excrétad.

Authors Environment Part du glycollate dans
le carbone organique
excrété

I
Al-Hassan & Coughlan  Coastal sea water : 35%
(1977) -
Watt (1966) Fresh water | 13 - 92%
I

Hellebust (1974) a revu récemment la littérature concer-
nant les produits extracellulaires 1ibérés par les algues. En dehors
du glycollate et de quelques autres acides organiques, il semble que
les produits d'excrétions isolés jusqu'i présent soient le plus fré-
quemment macromoléculaires :

Les carbohydrates excrétés sont le plus souvent des polysaccha-
rides, les monosaccharides n'étant généralement trouvés qu'en faible
quantité dans les produits d'excrétion (2 quelques exceptions pras,

parmi lesquelles comptent les algues symbiotiques des lichens)

les protides ne constituent le plus souvent qu'une faible frac-
tion du matériel extracellulaire des algues vertes et brunes. Les
algues bleues quant 3 elles excrdtent de grandes quantités de pro-
téines, mais les acides aminés libres ne constituent jamais qu'une

part trés réduite de 1l'excrétion.

Les autres produits d'excrétions connus -lipides, complexes
polyphénoliques, ...etc- ne sont probablement pas directement uti-
lisables pour 1'activité hétérotrophe.

Provisoirement,nous assimilerons donc le pool directement utili-
sable des produits d'excrétion phytoplanctonique & la concentration

en glycollate.



2.1.3.4. Produits de fermentation. .

L'acétate et le lactate, pour lesquels nous disposons
de mesures directes, ne figurent pas parmi les composés excrétés
par le phytoplancton (Fogg, 1965), mais constituent plutdt des

produits de fermentation.

La présence de produits de fermentation en concentration
significative (et surtout, voir plus loin, leur turnover relative-
ment rapide) dans des eaux aérées peut sembler paradoxale. Cela
indique 1'existence de métabolismes fermentatifs en milieu riche
en oxygéne. En fait, les seuls organismes fermentatifs 3 n'8tre
pas inhibés par 1'oxygéne, ni induit 3 passer i un métabolisme
respiratoire en aérobiose sont les bactéries lactiques (1).

I1 est donc probable que les principaux produits de fermentation

en eau de mer soient constitués par les produits de fermentation

lactiques : acides lactique.. et acédtique, &thanol.

Nous ne disposons jusqu'ici que de quelques mesures
d'étanol dans la partie aval de 1'estuaire de 1'Escaut, ol les
concentrations trouvées sont de méme ordre que celles du lactate

et de 1l'acétate.

Une estimation grossiére et provisoire du stock des
produits de fermentation a été& obtenue dans le Tableau III en

doublant la somme des concentrations en lactate et en acé&tate.

(1) - Si 1'on exclut 1l'existence, en milieu naturel, d'un "contre-

-effet Pasteur" 1i2 3 une surabondance de substrat.



2:1:3:5. Urée.

Nous ne disposons pas de mesure de concentration de ce
produit dont la présence en concentrations non ndgligeables a pour-

tant &té attestée par plusieurs auteurs (voir tableau II).

Une valeur représentative semble &8tre 0.5 pmole/l soit
6 ugrC/1.

2.1.3.6. Total provisoire. -

Aucune certitude n'existe jamais quant au caractére exhausti:
d'une énumération telle que celle que nous venons de faire des
composés organiques directement utilisables. Par ailleurs, les
incertitudes concernant 1l'extrapollation des dosages de substrats
représentatifs au total de tous les substrats de cette catégorie
ont &té mentionnées (carbohydrates, produits de fermentation notam-—

ment) .

Nous ne présentons donc le total provisoire du tableau III

qu'3 titre d'hypothé&se de travail.

Elle constitue, dans 1'état actuel de nos connaissances,
la meilleure estimation par défaut du total des substrats direc-—

tement utilisables par 1l'activité hétérotrophe.
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2.2. Dosage de_la matiére organique potentiellement utilisable(BODs)

2.2.1. Signification.

La mesure de la BODs, c'est 3 dire de la consommation
d'oxygéne aprés 5 jours d'incubation 3 1'obscurité,est la méthode
classique de mesure de la matidre organique potentiellement utili-

sable pour l'activité hété@rotrophe au sens large.

Cette consommation d'oxyg@ne comprend :

- la consommation relative & l'utilisation du stock des petits
substrats directement utilisables;

- la consommation relative i l'utilisation des petits substrats
produits au cours des 5 jours d'incubation par 1'hydrolyse exo-
enzymatique de matidres organiques non directement utilisables;

- la consommation relative 3 la respiration de matériel intra-
cellulaire par le phytoplancton (généralement négligé dans les

travaux classiques).

2.2.2. Résultats.

Les mesures de BODs effectuées aux 3 stations utilisées
au cours du cycle annuel juillet 1977 - juillet 1978 sont reprises

au tableau IV.

2.2.3. Discussion.

La comparaison des valeurs de BOD avec 1l'estimation du
stock de petits substrats directement utilisables montre que
ceux-ci représentent environ 1/10 de la BOD. Si on suppose que la
liste des petits substrats est presque compldte et que peu de subs-
trats quantitativement importants ont &chappé 3 nos analyses, ce
résultat peut &tre compris de deux manidres : il montre 1'importance
du renouvellement du stock de ces substrats pendant les 5 jours
d'incubation et/ou de la part de la respiration phytoplanctonique

dans les mesures de BOD.

Une &tude détaillée des phénoménes se déroulant au
cours des mesures de BOD est nécessaire pour mieux comprendre la
signification de cette mesure ; elle est prédvue au programme de

1"année prochaine.



Tableau IV. : BOD et TOC

Date I BODs TOC = Carbohydrates
: totaux
E ugrc/1 ugrC/1
Hanswe et
19.07.77 -
21.10.77 988 3140
07.04.78 - 4980
21.04.78 - 2612
19.05.78 2680 3146
moyenne (n) 1830 (1) 3469 (4)
m-M 1000-3000 (2500-5000)
Ostende
18.07.77 780
07-10.10.77 535 5700
15.10.77 1140 14100
05.04.78 698 )i
08-19.04.78 609 y 4000 4033
16.05.78 1230 | 4280
11.07.78 1520 | 1280
moyenne (n) 987 (25) 7900 (;5) 3197 (3)
m-M 500-2000 (1500-1400) (1300-4300)
Calais
26.07.77 330 10300
05-10.10.77 350 (3) 6900
19.10.77 690 10800 2300
03-04.04.78 587 (3) ) 1800
01-18.04.78 410 (9) ) 2254
17.05.78 20 3040
12.07.78 450
moyenne (n) 411 (19) 7450 (4) 2530 (3)
m - M (20-1200) (1600-10000) (2000-3000)

mesures effectuées par C.JOIRIS, R. SWAELENS et R. VAN THOMME, VUB (BOD,TOC
J.WIJNANT, VUB (Carbohydrates)
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2.3. Dosage de_la matiére organique totale

2.3.1. Signification.

Le principe de mesure de la matidre organique totale

~

consiste en une pyrolyse & haute température (850°C) et la
détection du méthane ainsi 1ibéré. Compte tenu des conditions

de mesure, les matiéres dosées sont essentiellement sous la forme
dissoute:&)ﬁl d'un &chantillon d'eau de mer non filtré, dont le

CO; a été éliminé par acidification et bullage.

Il est bien connu que cette méthode de pyrolyse (dry
oxidation) fournit toujours des ré&sul -ats plus élevés que les
méthodes d'oxydation en milieu aqueux (wet oxidation). Les résul-
tats obtenus comprennent sans doute l'ensemble du carbone orga-
nique, y compris les matidres 3 turnover extrémement lent parfois

appelées '"matidres organiques fossiles'.

Les sources d'erreur possible se situent du cBté
de la sous-estimation : d'une part par la soustraction de "blancs"
d'eau distillée qui peuvent contenir de la matidre organique, d'au
tre part par la perte de matiéres Volatileé lors de 1'élimination
du CO5.

La méthode au tryptophane, appliquée 3 des é&chan-

tillons d'eau préfiltrés, permet le dosage des carbohydrates

dissous; les résultats sont exprimés par rapport 3 un &talon
glucose. Par rapport aux autres méthodes citées dans la litt8ra-
ture, celle-ci fournit les résultats les plus &levés et permet
donc de doser les carbohydrates '"totaux'. Des tests ont montré
que la cellulose est entiérement dosée par la méthode au tryp-

tophane, mais pas 1l'amidon.

Des interférences ont &té détectées au niveau des
nitrates et des nitrites, qui réagissent &galement avec le tryp-
tophane; aux concentrations maximales rencontrées en mer, une

surestimation d'environ 207 des valeurs obtenues n'est pas exclue.



1

2.3.2. Résultats.

Les résultats obtenus dans le cadre des croisiéres
"matidres organiques" sont repris dans le tableau IV. En ce qui
concerne les TOC, l'ordre de grandeur des valeurs citées dans
la littérature pour des méthodes comparables est de 2 mg C 1 !
en milieux océaniques (voir synthése dans Williams, 1975). Il
est vraisemblablement normal de trouver des concentrations égales
et supérieures dans les eaux cOtidres que nous avons visitées.
L'ordre de grandeur de ces mesures de TOC est en outre confirmé -
par les valeurs de carbohydrates totaux, qui se situent dans la

méme gamme.
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2.4. Dosage de_la matidre organique particulaire

Les concentrations et la composition biochimique de la
matiére organique particulaire (POM) ont &té discutédes dans

le rapport de synthése du sous groupe "Phytoplancton'.

Le tableau VI résume les dosage disponibles lors des

campagnes ''matidre organique".



Tableau IV. : Dosage de la matidre organique particulaire

en ugrC/1
I protéines
PO + hydrates de C
+ lipides
Hansweent
19.07.77 ' 895
21.10.77 346
07.04.78 2548
21.04.78 880
19.05.78 463
moyenne (n) - 1196 (5)
m- M 350-2500
Ostende
18.07.77 1931
07-10.10.77 -
13.10.77 : 358
05.04.78 1280
08-19.04.78 -
10.05.78 461
11.07.78 -
moyenne (n) 1320 1007 (4)
m=-M (530-2700) 350-2000
Cabai
26.07.77 233
08-10.10.77 -
19.10.77 146
03-04.04.78 121
07-18.04.78 83
12.07.78
moyenne (n) 320 163 (5)
(200-600) 80-240

Mesures effectuées par Chr. Lancelot, ULB (I protéines, hydrates de C
et lipides)

et par (Helgdand) (POC)
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2.5. Discussion_générale des mesures de stock

2.5.1. En ce qui concerne les dosages de type "global"

(TOG,BOD,POM,Carbohydrates totaux), 1l'ensemble des résultats
obtenus forment un ensemble coh@rent, par rapport aux données

de la littérature.

Ainsi, le rapport entre la matidre organique par-
ticulaire (POM) et la matiére organique totale dissoute est de
1l'ordre de 1/10 dans les 3 milieux, conformément 3 ce qui est

généralement observé tant en milieu oc@anique qu'en milieu cdtier.

Le rapport entre la matiére organique potentiellement
utilisable (BOD) et la matiére organique totale dissoute (TOC)
est également de l'ordre de 1/10, ce qui est conforme aux données
citées dans la littérature concernant les milieux marins les

plus divers.

2.5.2. En ce qui concerne les dosages individuels de subs-
trats directement utilisables, nos mesures sont dans la gamme des
valeurs trouvées par d'autres auteurs tant: en milieu cOtier

ou estuarien qu'océanique.

L'estimation que nous avons faite du stock total
des substrats directement utilisables est, par nature méme, trés
sujette 3 sous—estimation. Un moyen de contrdle consisterait
dans le dosage du carbone organique total aprés ultrafiltration.
Cette étude est prévue dans le programme de 1l'année 1979. Il est
probable en effet que les substrats directement utilisables cons-
tituent la fraction de faible poids moléculaire (<500) dé-la
matiére organique dissoute dans les milieux naturels. On sait

déjad par la littérature que cette fraction est faible (voir ta-
bleau VI).



Table VI.

: Ultrafiltration ou dialyse de la matidre organique.

Biotope
Sea water

Tokio bay

Georgia coastal
waters

Sea water
Ucha reservoir (USSR)
Ucha reservoir (USSR)
Black sea

Surface film (Black sea)

Fraction
< 500
< 1000
< 400
< 400
< 300
<1500
< 200

27
12

10
10

69
38

Authors

Ogura, 1974
Wheeler, 1976

Degens, 1968
Breger, 1968
Mirkina, 1977
Mirkina, 1977

Starikova & al, 1977
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2.5.3. Sur la base des résultats actuels, une premiére

image de la spéciation de la matidre organique se dessine : elle

est résumée par le tableau suivant qui présente les ordres de gran-—

deur des ddsages effectués

en ugrC/1 substrats
directement BOD POM TOC
utilisables
Hansweent 200 2000 1000 (10000)
Ostende 250 1000 1000 8000
Calais 200 500 200 7000
Milieu océanique (100)? 200 100 2000
typique (i)
(1). - Synthése des résultats présentds par Williams(1975);

Parsons (1975) et Dawson (1975).

Les substrats directement utilisables sont présents & des

concentrations remarquablement similaires dans tous les milieux

€tudiés. Ils ne constituent qu'une fraction trds réduite de la ma-

tiére organique totale.

La différence entre les 3 milieux semble se marquer

surtout par la quantité de matériel organique potentiellement utili-

sable (BOD).
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3. Vitesse d'utilisation.

3.1. Utilisation directe des vitesses relatives de turnover.

3.1.1. Détermination directe des vitesses relatives de turnover.

3.1.1.1. Méthode (voir détails dans BILLEN, JOIRIS, WIJNANT &
GILLAIN, 3 paraitre dans ECMS).

Les vitesses d'incorporation, d'une part, et de respiration d'autre
part, de petits substrats organiques individuels ont &té déterminées
grace 3 l'usage de substrats marqués de haute radioactivité spécifique,
ajoutés en concentration négligeable par rapport aux concentrations natu-

relles.

On suit en cinétique sur des temps courts l'incorporation de radio-
activité dans les cellules d'une part, et la production de CO, marqué

d'autre part.

Les courbes obtenues en fonction du temps présentent le plus souvent
une convexité& (courbe d'incorporation) et une concavitd (courbe de res-
piration) dans leur partie initiale ( = 18re heure d'incubation), avant

de devenir lin&aires.
L'analyse de ces courbes permet la détermination :

- de la vitesse totale d'utilisation (incorporation + respira-
tion) : vitesse initiale d'inocrporation;

- de la vitesse d 'incorporation : vitesse d'incorporation dans
la partie linéaire de la courbe;

- de la vitesse de respiration : vitesse de production de CO;

marqué dans la partie linéaire de la courbe.

La concordance entre ces 3 déterminations indé&pendantes est montrée

pour une série de situations dans le tableau VII.

Les rapports trouvés entre respiration et incorporation sont repris
dans le tableau VIII. Les valeurs obtenues du rapport d'incorporation/uti-
lisation totale sont en général plus faibles que celles cit&es dans la
littérature, peut-8tre & cause d'une sous-estimation de la respiration

dans la plupart des travaux antérieurs.



Tableau VII.

: Comparaison entre la vitesse totale d'utilisation(en Z h 1) de

quelques substrats organiques.

a. par la somme de vitesse d'incorporation (estimée i partir
de la pente de la courbe d'incorporation dans sa partie
linéaire), plus la vitesse de respiration (estimée & par-
tir de la pente de la courbe de respiration dans sa partie

lin&aire).

b. pour la pente de la tangente de la courbe d'incorporation -

du temps initial.

a ‘ b
Station Substrate Incorpora— Respira Total " Total
tion tion utilisation uptake

Ostende
18.07.77 Glycollate 0.096 1.03 1.13 1.12
Hansweent
19.07.77 Glycollate 0.32 1.80 2.12 2.00
Hansweent
21.10.77 Glucose 1.23 4 .60 5.83 4,60
Ostende
18.07.77 Acetate 2.81 1.75 4.56 4.85
Hansweent
21.10.77 Acetate 2.10 7.90 10.00 5.07
Ostende fern et o 0,92 o s

18.07.77




Tableau VIII. : Rapport entre la vitesse d'incorporation et la vitesse

d'utilisation totale pour diff3rents substrats.

Substrate Mean Range Number of determination
Amino acids (1) 0.32 0.16-0.50 17
Glycollate 0.15 0.05-0.25 8 )
Glucose 0.35 0.20-0.50 7
Acetate 0.41 0.20-0.60 12
Lacate 0.38 0.15-0.60 7

(1) - mesuré avec Alanine, Apartate et Lysine.



3.1.1.2. Ré8sultats

L'ensemble de nos mesures de vitesse relative d'utilisation

totale des substrats est repris au tableau IX.

3.1.1.3. Discussion

Dans 1'ensemble, ces résultats montrent une différence con-

sidérable entre les différents milieux &tudids :

A Hansweert, les vitesses d'utilisation sont de 1'ordre de 2-5 % h—l;

A Ostende, elles sont de l'ordre de 0.5-2 Z h :

A Calais, elles sont le plus souvent de 1l'ordre de 0.05 3 1 4 h

Des variations saisonnidres claires ne peuvent pas &tre

déduites de nos mesures.



Tableau IX. : Vitesse relative (7 h_l) d'utilisation totale (I+R) des
substrats.
Hansweert
T e 1 |
| Ala Asp Lys | Glycol ! Glucose | Acet I Lact
19.07.77 = - - 1.80(0) - 27 (0)! 5.40(0)
. 2 (+)
21.10.77 4.90(+) 5.10(+) 7.60(+) ;0 (0) 5.80(0) | 10 (0)} 0.67(+)
! 4.60(+) 5.10(+)
07.04.78 10h 2.30(x) | 1.20(+) 3.20(+) | 1.60(+) 3.10(x) | 5.10(+)] 0.85(+)
21.04.78 10h 4.10(x) | 4.40(%) 3.60(+) ; 3.00(x) 2.70(x) | 10.20(+)] 1.30(%)
19.05.78 10h {7.20(x) | 0O (+) 0 (+) | 2.00(%x) 6.50(+) | 11.80(x)! 1.50(=)
i I
| I
1 T
MOYENNE .60 | 2.70 | 3.60 1.70 4.40 12.30 1.90
I I i I
0stende , , }
- I I i
18.07.77 ! - - - L1.10(+) (0) - I 4.56(0)] 1.60(0)
| I I 4.85(+) 1.63(+)
07-08. 10.77 0 (+) 0.39(+) ! 0 (+) | 0.44(+) | 0.46(+) | 0 () 0 (+)
18.10.77 0 (+) 0.93(=x) 1.80(%) 0 (+) 1.70(%) 0.24(=x)] 0.24(%)
05.04.78 1 0.75(+) 0.72(x) ; 3.30(+) | 0.18(+) 1.10(+) 0.15(+)! 0.11(+)
02-19.04.78 - - ' - P - - - 0.20(+)
19.04.78 l 5.00(+) 5.70(+) 0.65(%) | 0.20(%) 1.30(%x) 0.17(%x); 0.03(x)
16.05.78 12H 1.90(x) 3.90(x) | 7.10(x) | 0 (+) ] 12.30(+) ! 1.70(x) 4.80(x%)
24y - = - - = - i =
11.07.78 0 (+) 0 (+) 0.26(+) 0 (+) 0 (+) 0.04 (+)! 0 (+)
] I
1 T
MOYENNE 1.20 i 1.90 | 2.20 0.27 | 2.80 ; 1.00 | 0.87
i I I [
Calais
I I i
26.07.77 = - - b0 (+) - I 0.07(+)] 0.05(0)
09-10.10.77 2.40(%) 0.62(+) 1.50(%) | 0.46(+) 0.21(+) | 0.16(+) 0.13(%)
19.10.77 0 0 (+) 0.22(x) | 0 (+) | 0 (+) | 0.04(+) 0.04(x)
04.04.78 0.44(%) O (#) | 1.10(+)] 0 (#)! 0.83(x)! 0.07(+)} 0.01(%x)
03-18.04.78 0.50(=%) = - : - - - 0.05(%x)
18.04.78 12h 0 (+) 0 (#){ 0.19(x}! 0 0 (+) 0 (+)! 0.01(%)
24h 0.12(+) 0 (+) 0.56(+) 1 0 (+) 0 (+) 0.10(+) 0.03(=x)
17.05.78 0 (+) ! 0 (+) 0 (! 0 (@) 0 (+)! 0 (+) 0 (+)
12.07.78 0 (+) - 4.80(x) ! 0 (+)] 0.49(x)! - 1 0.03(%)
I i
I !
T T
MOYENNE 0.43 0.10 | 1.20 ! 0.06 | 0.22 0.06 | 0.04
I I i I I
0 somme de I et R, mesurés séparément. Ay
+ pente initiale de la courbe d'incorporation en f =~ du temps. I
* estim tion de(I+R) & partir de la valeur de I et d'l coeff. moyen T

Mesures effectuées par G. BILLEN, C.JOIRIS, R. SWAELENS, R.VAN THOMME & J.WIJNANT



3.1.2. Vitesse absolue d'utilisation des substrats directement

utilisables.

Le produit de la vitesse relative de turnover d'un substrat
par la concentration de ce substrat représente la vitesse absolue d'utili-

sation de ce substrat.

Le tableau VIII présente par catdgorie de substrat, le stock
total tel qu'estimé au tableau III, la vitesse moyenne de turnover et la

vitesse absolue d'utilisation.

La colonne total présente la somme des vitesses absolues
d'utilisation de chaque catédgorie de substrats directement utilisables(pour
l'urée, on a choisi une vitesse relative de turnover égale & la moyenne

des vitesses relatives de turnover des autres substrats).

I1 s'agit 13, dans 1'état actuel de nos connaissances, de la

meilleure estimation par défaut de 1'activité hétérotrophe vraie.



€0 m 0°0 P~22°0
60°0 S0°0 06 | 0 90°0 YA/ 10°0 27°0. 11_'90°0™ 960 17 suusfow
€0°0 - “ 0 0 | - 6%°0 - 09°1 8/°L0°C1
0 0zl | 0 0 | 0 0 L 0 8/°60° L1
L0°0 0 0 0 0 7270 uyz
%0°0 10°0 10°0 4 0 0 o 0 0 ol 10°0 900 [l |4Z1 8L°%0"8I
S0°0 - - - L 05°0 8L°%0°81-¢€
e1°0 S00°0 %0°0 YT 0 0 &% 90°0 €8°0 L 1o 16°0 &4 84°%0° %0
1o %0°0 70°0 z61 0 0 - 0 0 €T S0°0 L0°0 LL LL°01°61
S1°0 9%°0 - 12°0 - 0S°1 LL*OT O1-6
90°0 0 0 e = - - 54 LL*10°9T
| 9709P)
0$°¢ 07°1 L0 €470 9¢€°0 |
06°0 26°0 88°0 9¢I 1 €1°0 L2°0 €9 or* 08°C 97 9" 08°I 0z suuakom
- 20°0 - 0 0 0 0 9¢ 60°0 BL*LG" ]
08°0 | og€°¢ " ve | 0 0 - 0L°€ o€l o€ o€ Y L ygr
“ 8/°G0°91
98°0 90°0 | 01°0 79 ) 0z°0 VaA 0€°0 0€" 1 €z 9Z°0 08¢ L 8L°%0°61
- 0270 - ! - - €C - | 8L'%0°61-T
€6°0 %1°0} €170 0Z1 €1°0 81°0 rdA €€°0 or°r 0€ %Z°0 09°1 GI | 81°%0° S0
- I wzro _ - 0 0 -~ _ 0L°1 LZ°0 16°0 0€ L2°01°81
o} o " 09¢ - 7%°0 - 9%°0 €1°0 - LL°O1°8~L |
09°€| OlI°€E 0zl L%°0 ol1°1 €Y - - 6¢ LL°L0" 8T
. _ PUAY Y
; |
S8 0T % . b NSt _ ~08"1 . §9°0 ,
o€’ 09" €N} 01°¢ 0€= 1 06°1 0L 1 88 0L" 0% % Yy L9° 09°€ 81 suusLou
~ 851 | 09°9 v - 00°7 - 01°¢C 05°9 €€ - 0%°C - 8.°60°61
0S5 %1 02°6 | 08°S 861 07°¢€ 00°€ 801 AR 0L°¢C 0S 0%°0 00" % 0l 8/°%0°12
119 0z°z | 00°¢€ zL 0L 1 09°1 801 09°1 or°¢ 0S 1€°0 07°¢ 2 8/°%0° L0
8z Y 860 | 01°% v 0 0 - 0L 1 076 €€ 0€" 1 06°G 44 LL°01°1T
- 18°¢€ 91 v 16°0 06°1 8 - - - - o4 [1°10°61
FVIAMTUDY
q /0380 fyr /018" [ yy 1/038™ - 1/0a81 1 Uz 1/0381 1 y-1/9a81 v Ug 1/038m y°1/pa31 ¢ U% 1/028
"SIPIIIN" 91" T1IN ISTPTTIN 9 TTIN  *TODATH I'STP*TIIN"T91° IIN *qIT°ON[H I'STP* [TIN*[91° 1IN VV 3
TVIOL jUOT3IBIUSWID] 9p SITNPOIJ 931BTTO2L1H S91qTT S9pIoNTH SQUTWy S9PIOY
i
“ .mOH@meHHUS Uﬂ@E&UU@HH@ mumhumn_.ﬁw mwﬁu ﬂOHummﬂHHuﬂ.@ QSHOmQN mmwwu.m> . *X SNGHQNH



18.

3.2. Vitesse_initiale de consommation d'oxygéne.

3.2.1. Signification

La vitesse de consommation d'oxygéne, mesurée 3 l'obscurité,
sur des temps courts représente l'activitd hétérotrophe au sens large,

c'est-3-dire y compris la respiration du phytoplancton.

3.2.2. Résultats

L'ensemble des résultats disponibles relatifs aux campagnes
"matidre organique" est présenté@ dans le tableau IX. Les résultats y

sont donnés en ugrC/l.h, tenant compte d'un quotient respiratoire moyen
de 0.85.



Tableau IX.

Hanswe et

19.07.77
21.10.77
07.04.78
21.04.78
19.05.78

: Vitesse initiale de consommation d'oxygéne.

ugrC/1.h

11
11.50

moyenne

Ostende

18.07
03-08.10.77
18.10.77
05.04.78
02-19.04.78
19.04.78
16.05.78
11.07.78

.77

11.30

moyenne

Calais

26.07
09-10.10.77
19.10.77
04.04.78
03-18.04.78
18.04.78

77

17.05.
12.07.

78
78

12h -
24h -

moyenne

Mesures effectuées par C. Joiris, R. Swaelens et R. Van Thomme.
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3.3. Discussion_générale.

L'estimation de l'activité hétérotrophe au sens strict obtenue par
mesure de l'utilisation des petits substrats directement utilisables est
dans tous les cas nettement inférieure 3 l'activité hétérotrophe au sens
large, estimée sur base de la consommation initiale d'oxygéne. La différen-

ce est d'un ordre de grandeur dans le cas de la Station de Calais.

I1 faut se souvenir toutefois que 1l'activité hétérotrophe au sens strict
est une estimation par défaut dans la mesure ol certains petits substrats
éventuellement utilisé&s avec une grande vitesse de turnover, peuvent avoir

Echappé 3 1l'analyse.

La validité des hypothé&ses sur lesquelles s'appuye cette estimation
pourrait &tre testée par quelques expériences réalis@es sur de l'eau de

mer ultrafiltrée (fraction < 500D):

1° Tout d'abord le stock total des substrats directement utilisables estimé
par dosages- spécifiques doit @tre €gal au dosage du TOC dans la fraction

ultrafiltrée (voir plus haut).

2° La vitesse initiale de consommation d'oxygéne dans une eau ultrafiltrée
aprés réensemencement bactérien doit 8tre &gale a la vitesse initiale de
consommation d'oxygéne dans une eau témoin filtré&e sur 0.2y mais non
ultrafiltrée, reensemencée de fagon identique; le BODs dans l'eau ultra-

filtrée doit Etre considérablement plus basse que dans l'eau filtrée témoin.



20

4. Reguwlation de £'activitié hétérotrophe.

La plupart des modéles classiques utilis&s jusqu'ici pour modéliser
l'interaction matidre organique-bactéries dérivent essentiellement du
modéle de Streeter et Phelps (1925) selon lequel 1l'activitd hétérotro-
phe globale est supposée proportionnelle & la charge organique totale

(ou potentiellement utilisable). La recomnaissance de ce que seule une
petite fraction de la matidre organique totale est directement utilisa-
ble par les microorganismes avait fait naitre 1'espoir de trouver dans

la concentration des substrats directement utilisables le facteur déter-
minant les différences d'activit& hé&térotrophe globale entre milieux.
Paradoxalement, cependant, et c'est l'un des résultats les plus importants
du travail du groupe, la concentration en substrats directement utili-
sables ne varie pratiquement pas dans la gamme des milieux &tudids, alors
que des différences considérables s'observent dans leur taux d'utilisa-
tion. L'explication de cet apparent paradoxe est fournie par un mod&le
trés simple qui sera discutd ci-dessous.

Ce modéle suggére aussi que 1l'intensitéd de 1'activitd bactérienne
hétérotrophe est déterminée en fait par la vitesse de production des
substrats directement utilisables, soit par excrétion phytoplanctonique,
soit par hydrolyse exoenzymatique de polyméres organiques. Une rapide
discussion des données existant dans la littérature sur la cinétique

des réactions exoenzymatiques en milieu naturel est abordée ci-aprds.

4.1. Constance des concentrations de substrats directement

utilisables.

-~

Considérons un substrat directement utilisable S, produit i une
vitesse p, soit par hydrolyse exoenzymatique, soit par excrétion phyto-
planctonique, et prélevé par la population bactérienne présente, de

densité B, selon une loi Michaelienne.

[s N

S _ _ _ Vmax S

t P &@m+st D

[a Y

Si 1'on suppose que les bactdries croissent avec un rendement constant
Y par rapport a leur utilisation de substrat, et que leur mortalité
est de type aléatoire, c'est & dire proportionnelle i la densité, on

peut écrire

= Y=———0B - kB (2)
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A 1'dtat statiomnaire, le systéme (1) et (2) a pour solution:

Y/k p (3)

B =
_ Km
e Vmax Y (4)
[==— =1}

On voit que la densité bactérienne stationnaire est proportionnelle
au flux de production ce substrat, tandis que la concentration de ce substrat
est indépendante de ce flux. Elle ne dépend que de paramétres purement phy-

siologiques de la souche bactdrienne qui l'utilise.

La validité de 1'hypoth&se de stationnarité a &té testée en calculant
1'évolution du systéme au cours du temps (voir Billen et al, en préparation).
Aprés une perturbation, les conditions stationnaires sont restaurées en une
période de l'ordre du jour. Lorsqu'interviennent des fluctuations journaliéres
de la vitesse de production des substrats, la concentration en substrat et

la population bactérienne varient peu autour de leur valeur stationnaire.

Le modéle permet aussi de rendre compte de l'ordre de grandeur des
concentrations mesurées des substrats organiques, lorsque des valeurs numé-
riques raisonnables pour les constantes physiologiques des bactéries sont

introduites dans la relation (4).

4.2, Données sur 1l'action des exoenzymes.

L'autolyse spontanée des macromoldcules organiques est un phénoméne
extrémement lent au pH de la plupart des milieux naturels. Ce n'est donc que
par l'action des exoenzymes que la matidre organique de haut poids moléculai-

re peut &8tre source de substrats directement utilisables.

Par filtration douce sur membranne de 0.2 p de porosité d'échantillons
de 0.5 3 11 d'eau de mer, d'estuaire ou d'eau interstitielle de sédiments
marins, puis concentration par dialyse contre du polyéthyléne glycol, Kim
et Zobéll (1974) ont réussi 3 mettre en &vidence la présence d'exophosphatase,

d'exoamylase et d'exoproté@ase dans la plupart des milieux naturels testés.

La production d'exoenzymes par les bactéries est soumise i une série de
mécanismes de régulation physiologique mis en &vidence en cultures pures.

La production d'exoenzymes est réprimée par la présence du produit de
leur activit&: ainsi, chez Bacillus subtilis, le glucose réprime la production
d'amylase (Green & Colarusso, 1964) et les acides aminés, celle de la protéase

(May & Eliott, 1968; Neumark & Citri, 1962).
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La production d'exoenzymes peut &galement &tre soumise 3 la répression
atabolique: ainsi, les exoprotéases de Bacillus subtilis sont réprimées par

le glucose (Hoften, 1965).

Trés peu de données existent concernant la cinétique d'action des
exoenzymes dans les milieux naturels. Kailov & Finenko (1970), lors d'ex-
périences sur des polysaccharides et des protéines naturelles marquées
(extraites de cultures d'algues) ont montré 1'importance des surfaces dans
la dégradation exoenzymatique des macromolécules. A des concentration en
macromolécules proches des concentrations naturelles, 50 d 60 % des poly-
saccharides et des protéines s'adsorbent sur de la matidre en suspension
naturelle ou sur de la poudre de verre. L'hydrolyse des macromolécules absor-
bées est rapide (33% par jour) et aboutit i la désorption des monomdres qui

sont ensuite absorb&s par les microorganismes.

La mise en &vidence semi-quantitative des exoenzymes dans les milieux
marins &tudiés est prévue au programme des campagnes prochaines.

Il n'est pas exclu en effet que se soient des différences au niveau
de la vitesse d'hydrolyse exoenzymatique de la matidre organique qui expli-
quent en dernier ressort les différences d'intensité de 1'activité hétéro-

trophe dans les milieux cOtiers, estuariens et de haute mer.
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CONCENTRATION AND MICROBIOLOGICAL UTILIZATION OF SMALL
ORGANIC MOLECULES IN THE SCHELDT ESTUARY, THE BELGIAN
COASTAL ZONE OF THE NORTH SEA AND THE ENGLISH CHANNEL. (1)

Gilles BILLEN  (2)
Claude JOIRIS  (3)
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Gérard GILLAIN (4)
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SUMMARY

Concentration and utilization rate of alanine, aspartate, lysine,
glucose, acetic and lactic acids have been determined at six
occasions at least, during a whole seasonal cycle in the water
column of three stations (Scheldt estuary, coastal North Sea
and English Channel) greatly differing in biological charac-
teristics.

No significant differences in substrate concentration could be
detected between the three stations, although the rate of uti-

lization of all substrates greatly differed, decreasing in the

order estuarine % coastal > open sea environment.

(1) - Contribution nr 1 of the '"Organic matter" group of the
"Actions de Recherche Concertdes en Océanographie', Minis-
tére belge de la Politique Scientifique.

(2) - Laboratoire d'Océanographie, Université de Bruxelles (Belgiu

(3) - Laboratorium voor Ekologie en Systematiek, Universiteit van
Brussel (Belgium)

(4) - Laboratoire d'Océanographie, Université de Liége (Belgium)



This apparent'paradoxe is explained by aid of a very simple
model showing that the steady state concentration of a parti-
cular substrate is indepéndant on its rate of production (and
thus of consumption) but only depends on purely physiological
characteristics of the bacteria. When using published data for
the pertinent physiological parameters of marine bacteria, the
model accounts for at least the order of magnitude of substrates
concentration observed, and the lack of important seasonal

variations.

INTRODUCTION.

Growing evidences show the quantitative importance of plancto-
nic bacterial heterotrophic activity in the carbon cycle of
marine ecosystems: Although it has often been assumed in the past
that most of the produced organic matter flow s through the
zooplankton-fish trophic chain, it now becomes evident that
planktonic bacterial activity constitutes, at least in some
coastal marine environments, a very important by-pass.(JOIRIS,
1977)

Yet, too few research efforts have been devoted to the basic
relationships between organic matter and bacterial heterotrophic
activity. In most ecological models it is simply assumed that
heterotrophic activity is directly proportional to '"total

organic load", determined as BOD, COD or TOC.



Most of this organic load (75-99%) in sea water is known to

exist as dissolved organic matter (Sharp, 1973). However,
dialysis or ultrafiltration reveals that the most important

part of dissolved organic matter in sea water is made of macro-
molecules with molecular weight higher than 400-500 (See table
I).

The penetration of an organic molecule across a bacterial cell
wall is an active process occuring with the intervention of
specific enzymes called permeases. Only low molecular weight
organic molecules (monomers or small polymers) can therefore

be taken up. Only through the production of exoenzymes can
particles or high molecular weight molecules be ultimately
absorbed by bacteria. (Rogers, 1961).

Phagocytosis of particles is not developped by bacteria. Therefore
the pool of directly usable organic matter is made of the pool

of low molecular weight organic molecules. This pool is alimented
either by direct excretion of phytoplancton or by exoenzymatic

hydrolysis of particles and macromolecules.

A promising approach for showing the relationship between orga-
nic matter and heterotrophic activity in aquatic ecosystems con-
sists therefore 1N determining the in situ concentration and
utilization rates of directly usable low molecular weight orga-

nic molecules.



This paper présents the results of such determinations per-
formed comparatively in three marine environments greatly
differing in their overall biological characteristics ; an
estuarine, a coastal and an open sea environment. Among the very
long 1list of possible organit substrates, we selected those
which seemed to us the most representative : amino acids
(Asparte, Alanine and Lysine beeing selected as the'represen-
tative examples of acid, neutral and basic aminoacids for uti-
Tization rate measurements), glucose (as a biologicaily repre-
sentative carbohydrate monomer), glycollic acid (which is ofteéen
considered as one of the most important excretion product of
phytoplancton (Fogg, 1962) , lactate and acetate (which are im-

portant fermentation products).

The results will than be interpreted with the aid of a very

simple model intended to show the -not always»trivial— link be-
tween the basic physiological laws of the microbiological pro-
cesses involved and their overall ecological manifestations as

observed in situ.



BIOTOPES and METHODS

1. ENVIRONMENTS STUDIED

Fig. 1 shows the three stations considered in this study.
The estuarine station, Hansweert, is located on the Scheldt
estuary, at 35 km from the sea. Depending on the tides, sali-
nity varies between 19 and 27%o0.
The station "Ostend" (51°24'00"N, 2°48'00O"E), is located in
the belgian coastal zone of the North Sea.
Salinity in this zone ranges from 30 to 34%0 and the mean
depth is 15 m.
The station "Channel" (50°57'30"N, 1°23'30"E), located on the
eastern part of the English Channel, is characterized by

Atlantic waters with salinities highér than 34%o0.

These three stations were visited 6 times between juli 1977

and juli 1978, genérally at noon. In addition, some parameters
were measured several times at closer intervals at the coastal
and Channel stations during special cruises in october 1977 and

april 1978.
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Samples were collected at 3 m depth with polyethylene
Nyskin's bottles.
Biological incubations were immediately initiated.
Samples for chemical analysis were filtered through GF/C What-

mann glass fiber filter.



For amino-acid, glucose, lactate and acetate determinations,
the filtrated samples were immediately deep-frozen in poly-

ethylene flasks.

Adsorption on alumina for glycollate determination occured

immediately; alumina was then kept deep-frozen until analysis.

3. CHEMICAL DETERMINATION.

For amino-acids determination, desalting of the sample

1s achieved on ligand-exchange resin (Chelex 100, Bio-Rad)
converted to the Cuform (Siegel & Degens : 1966 5 Andrews and

Williams 1971 3 Clark , 1971).

Two liters of sample are passed through the column at é flow

rate of 3 ml/min. After washing with distilled water, the amino-
acids are eluted togethér with the copper with 160 ml 3M/NH4OH.

Cu is eliminated by further passing the solution on a Chelex
100—NHZ column. After évaporation, the amino acids are redis-
solved with 3 M HCl and a final desalting is carried out on

Dowex 50 (H+ form). The column is then rinsed with distilled water
and eluted with 80 ml of IM NH4OH. The ammoniacal eluate is com-
pletely evaporated to remove the ammonia. The aminoracids are

then dissolved in I ml of citrate buffer for automatic high pres-

sion ion exchange chromatography (BECKMAN, model 120).



Blank test we%e made with ultra-violet irradiated seawater
following the same procedure and using the same volumes as for
the analysis of the seawater samples.

The contamination from distilled water or from the resins is
not significant : sérine and glycine give ablank equivalent to
0.007 uM/1. For each of the remaining amino acids, the hlank
is less than 0.001 uM/1.

The recovery of the whole procedure was tested with standard
solution of amino acids in artificial sea water. The recovery
of all amino acids was found in the range 80 to 107 %, except
for glutamine (33 %) and methionine (56 %). This percentage
recovery 1is used to correct the results from natural seawater

samples.

For glycellic acid, a quite specific colorimetry has

been described by Calkins (1943), based on the reactions of
formaldehyde, formed by oxidative decarboxilation of glycollic
acid in concentrated HZSO4, with 2.7 dihydroxynaphtalene.
Concéntration of glycollate from natural samples can be achieved
by adsorption on alumina, followed by desorption with concen-
trated acid as proposed by Shah and Fogg (1973) and by Shah and
Wright (1974). The procedure of the latter authors has been

adopted with only minor modifications.



For glucose, acetate and lactate determinations,

enzymatic methods were developped by modification of the
methods used in food analysis (Boehringer-Manheim, 1976) .
Optimalisation of sample and reagents volumes, and use of
fluorimetry instead of spectrophotometry allow to determine
the three substances down to a concentration of O.1uM.

The detailled procedures used are summarized in table I.
Dawson and Gocke (1977) have stressed the point that trace
metal complexation may serve to render an organic substrate
unavailable to microorganisms. The use of enzymatic proces-
ses, performed with minimal treatment of the sample guarantees
that the measured concentration of organic substrates is re-
presentative of the stock actually available for biological

utilization.

4. DETERMINATION OF THE UTILIZATION RATE.

The rate of individual organic substrates incorporation
on the one hand, and respiration on the other hand, were deter-

mined by use of high specific activity 14C labelled substrates.

The following amount of radioactivity were added to 250 ml of

freshly collected sea water

0.1uCi Alanine (sp.act. 100 uCi/ mole)

0.1uCi Aspartate c " Z15 ")

O.11Ci Lysine ¢ " 340 LIRS

0.11Ci Glycollate ¢ m 10 ")
( )

0.1wCi Glucose " 240 "



TuCi Acetate (sp. act. 50 uCi/u mole)

1uCi Lactate ( L 30 " s

so that the amount Sf substrates added can be considered
negligible with respect to natural concentrations. The samples

are then incubated in the dark at in situ témperature. At inter-
vals during 4 hours, subsamples of 20 ml are collected and fil-
tered through O.Zﬁ membrane filters. The radioactivity retained
on the filter is counted by liquid scintillation and provides

an estimation of substrate incorporation by microorganisms.

The filtrate is collected in 2N NaOH; on return to the laboratory,
it is acidified and bubbled for extracting the CO, which is then
trapped (Fig. 2 ) in a mixing of Carbo-sorb (Packard) and Lipo-
luma (Lumac) (1:4) for radioactivity counting. This provides an
estimation of substrate respiration by microorganisms. An eventual
fermentation of the substrate into another organic molecule would

not be detected by this method.

Examples of these measurements are shown on Fig. 3. As seen, the
incubation was usualy prolonged during 4 hours, but sub-samples
were collected and treated every 15 or 20 minutes during the first
hour, in order to obtain an acurate piéture of the initial trends |
of incorporation and respiration. The curves obtained as a func-
tion of time are sometimes linear from the beginning of the expe-
riment. Most often, however, the incorporation curve presents a
small convexity, and the respiration curve, a small concavity

during about the first hour of incubation, before becoming linear
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Hobbie and Cra&ford (1969) and Williams (1970) report that
‘they did not observed any lag in the respiration of the orga-
nic substrates. To our knowledge, however, they did not use
incubation times as short as ours, so that such a phenomena
could have escaped notice. The existence of this lag in the
respiration curve.can be interpreted by considering that the

production of &

CO2 by respiration is under the dependance

of the specific radio - activity of the intra-cellular pool

of the substrate considéréd, which requires some time to reach

a stable value. Conversely, the incorporation curve, in its
initial part represents the total uptake of the substrate, while
its further linear part represents thenet uptake, used for bio-
synthetic purposes.

If this interpretation is correct, the-slopé of the tangent to
the incorporation curve at initial time must be equal to the sum
of the rate of biosynthetic incorporation (given by the slope of
the curve in its linear part) plus the rate of respiration (given
by the slope of the respiration curve im its linear part).

In a few situations, the data for this comparizon are available;
table II shows that the accordance is quite good, giving support
to our interpretation.

Table III summmarizes for the different substrates the ratio

between incorporation and total uptake (=incorporation plus respi-

ration) that we measured in this study.
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For most substrates, this ratio (called ''growth yield'" by Williams
1970) ranges between .30 and .40, indicating a mineralization of
about 2/3 and a metabolisation of about 1/3 of the substrate taken
up. Only for glycollate is the growth yield far lower, indicating
that this substrate is not a good biosynthetic substrate for hete--
rotrophs. Although these figures are quite reasonable in the light
of general physiological knowledge (Forrest, 1969), they are con-
siderably lower than most similar data reported in the literature.
Most authors reported growth yields of about .66-.87 for amino
acids, .51-.86 for glucosg, .36-.39 for glyvellate and .67 for
acetate (Hobbie and Crawford, 1969; Williams, 1970;Wright and
Shah , 1975; Williams et al, 1976; Stanley and Staley, 1977;
Dawson and Gocke, 1978.

As will be indicated the mean values of the growth  yield we
measured, shown in table III shave been used for calculating total
utilization rates in the situations where only incorporation data

were availlable.

RESULTS

1. CONCENTRATION OF SUBSTRATES

Table IV a and b presents the values of amino acids, glycollate,
glucose, acetate and lactate concentration measured in the three
stations considered, over an annual cycle. As can be seen, no

significant seasonal variations appears from these values, which
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fluctuate, apperently at random, whithin a rather narrow range:
0.01 - 0.2 umoles/1 for the main amino acids, 1 ; 5 umoles/1 for
glycollic acid, 0.01 - 0.1 umole/1 for glucose, 0.2 - 5 umole/1
for acetic and lactic acids. Surprisingly, these ranges are the
same for the 3 environments under study, in spite of the great
differences in ecological characterististics between then. Only
amino acids at the station '"Channel" display significantly higher
values than at the 2 other stations. ‘

These values are comparable with those found by various authors,
either in open sea, coastal, estuarine- or freshwater environments.
Thus , individual amino acid concentrations are generally found
in the range 0 - 0.2 ﬁmole/l'(see Williams, 1975; Hobbie et al,
1968; Chau and Riley, 1966; Dawson and Gocke, 1978; ).

Glycollate concentrations in the range 0 - 2 pmole/1 are reported
by Anitia et al (1963), Wright and Shah (1975), Al Hasan (1975)
Shah and Wright (1974).

Glucose is generally presents on concentrations between 0.005 and
-2 uymole/1 ( Andrews. and Williams, 1971, Degens et al 1964;
Josefson, 1970).

Acetate concentration Between . and 10 umole have been reported
by Koyano et al (1959) and Stanley and Staley (1977).

The lack of systematic important differences in the concentration
of small organic substrates in all natural waters is a quite remar-

kable fact.
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2. RATE OF UTILIZATION.

Table V presents the values of total utilization rates
(incorporation plus respiration) of the 7 substrates as deter-
mined in the 3 stations considered and expressed as a percen-
tage of added radiocactivity used per hour. This can be used as

a measure of the turnover rate of the substrate.

Seasonal variations are not véry evident, although maximum values
in the late spring or the summer are often observed. Geographi-
cal variations, on the other hand are quite clear. All substratés
are much more rapidly used in the estuarine than in the coastal
station. In the open sea, the utilization rates are still smaller

and often lie close to the detection 1limit of the method.

Substrate to substrate comparizon shows that amino acids have
high, and similar turnover rates. Glycollate has considerably
lower turnover rates. Howevér, concentration being far higher,
the absolute rate of utilization is most often of the same order
of magnitude as this of the glucose or aminoacids. Glycollate
being often considered as one of the ﬁain excretion products of
phytoplancton, this is important for assessing the role of phy-
toplanctonic excrétion as a source of directly usable organic

substrates for heterotrophic bacteria.
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Acetate and lactate turnover rates are quite similar to these

of amino acids and glucose. As far as is known, these acids

are not important excretion products of algae (Fogg, 1962), but

are important products of fermentative matabolisms. Their pre-
sence and utilization at high turnover rates in oxygenated sea wate
are therefore an indication of the occurence of fermentation

metabolisms in these environments.

DISCUSSION.

The most important conclusion of this investigation re-
sults from the lack of correlation observed between the trends
of geographical variations of substrates concentration on the
one hand, and of utilization rates on the other hand : substra-

tes concentrations are not very different in the 3 stations con-

sidered, while utilization, rates differs greatly in the -order

estuarine >-coastal > open sea stations.

This might seem parodoxal at first look because - both implicitely
in the mind of most microbiologists and explicitely in numerous
models-, concentration of substrates is generally considered as

directly determining the rate of heterotrophic activity.
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In his-general review of literature data concerning concentrations
and utilization rates of dissolved organic compounds in sea water,
Williams (1975) already stressed the similarity in free amino acids
concentrations in estuariné, coastal and oceanic waters, in spite
of great differences in their rate of uptake by microorganisms in
these three environments. He also indicated that increases of free
amino acids concentrations, as a result of planctonic activities
can occur, but do not»pérsist for longer than a few days, and are
not likely to be obsérvéd, unless véry intensive sampling programs
are pérformed.

All these facts suggest a close régulation of individual substrates
concentration by microbial activity. The following idealized model
is intended to investigate the possiblé mechanisms and properties

of this regulation.

. MODEL OF SUBSTRATE UPTAKE.

Let us consider a particular difectly usable substrate S,
produced at a rate P either by exoenzymatic hydrolysis of macro-
molecules or by phytoplanctonic excrétion, and taken up by the
present bacterial population at a rate determined by substrate con-
centration S and by bacterial density B (Fig.4.).Let us use a
Michaelis-Menten relation between individual uptake by a singlé

bacterium and substrate concentration.
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This hypothesis is made for the sake of clarity of the foregoing
calculations, but another hypothesis would not qualitatively alter

the conclusions.

The rate of production P will be treated in this very simple model

as a driving parameter.

The rate of variation of substrate concentration can therefore be

written

: _ Vm S
=P - g2 B (M

CLID-A
tln

If it is supposed that the bacteria grow with a constant yield
factor Y relative to their uptake of the substrate, and that their
mortality is random, i.e. proportional to their density, the va-

riation rate of the bacterial population can be written

dB _ Vm S _
E‘L'—, = Y ———Km+s B kB (Z)

When a stationary state is reached, the differential equations (1)

and (2) are reduced to the algebric system

Prmsg B =0 (3)
Vm S _
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of which the solution is

B=Y/k P (3)
g | (4)
Vm Y —1
k

It is seen that at stationary state, substrate concentration is
independant on its rate of production. It only depends on purely
physiological characteristics of the bacteria. The density of bac-
teria on the other hand, is directly affected by the rate of sub-
strate production and this alone explains that total utilization

rate is equal to the production rate of the substrate.

+ VALIDITY OF THE STEADY STATE ASSUMPTION.

The time evolution of the system before a stationary state
is reached is illustrated for a few situations in Plg 55 8 and 7 .
Use of reduced variables allows to describe this evolution without

hypothesis about the numerical value of the physiological parameters.

Fig. 5 shows the evolution of substrate concentration and number of
bacteria from the stationary state after a sudden increase of the
production rate. After a périod of time corresponding to one turn-
over time of the bacterial population, the concentration of the

substrate reaches a maximum.
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It decreases theﬁ very rapidly down to the steady state value, in-
dependant, as has been stated, on the new production rate. The num-
ber of bacteria incréases, during two turnover time, and then de-
creases again down to its new steady state, depending on the pro-

duction rate.

Fig. 06a presents the evolution of substrate concentration and bac-
terial density after a sudden increase of substrate coneentratien,
without modification of the production rate P. This is for instance
the case of an instantaneous dumping of the substrate in a system
previously at steady state. It is seen from Fig.6a that substrate
concentration decreases to low values in a period of time corres-
ponding to about one turnover time of the bacterial population,
independently of the value of the initial concentration increase.
Similar results have been obtained both experimentally and theore-
tically by Williams & Gray (1970). They stressed the point that the
absolute rate at which added amino acids or glucose were respired
was proportional to the quantity of substrate initially added.

Fig. 6b shows indeed that the maximum bacterial density - and there-
fore the maximum uptaké rate- reached after a sudden increase of

substrate concentration is proportional to this increase.

Fig. 7 shows the effect of sinusoidal variations of substrate pro-
duction : this would be the situation if the production rate of the
substrates was under direct and immediate influence of the photo-

synthetic activity (light-dependent phytoplanctonic excretion, for

instance).
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The results of fog. 7 shows that under this circomstances, daily
variations occur both in number of bacteria and in substrate con-
centration around the value of the stationnary state corresponding
to the daily mean production rate. These variations, however, are
rather limited (less than 30 %) as long as the maen turnover rate
of the substrate is less than 6 %h ! (case of fig. 6a and b).

They are only likely to be observed in environement supporting
very high rates of organic substrates production (and consumption),

where the turnover rates exceeds 10 %h—l(case of fog. 6c).

In the frame of fhis model, dné”can conclude that substrate concen-
tration and bacterial density in natural environment can be consi-
dered in most situations as being in steady state with respect to
substrate production rate : after a sudden perturbation, steady state
conditions are restored within about one day (one turnover time of
_the bacterial population); when periodic fluctuations occur in the
production rate, even with a period equal to the turnover time of

the bacteria, substrate concentration and bacterial density do not

vary a lot around their steady state value.

. QUANTITATIVE PREDICTIONS OF THE MODEL.

(RS D e ae e M e En e e e o T I o G D W e e s G s S e G oD e em o e e

The model must now be checked on a quantitative basis.
Relation (4) expresses the stationary state value of substrate
concentration as a function of physiological characteristics of

bacteria.
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In order to compére this expression with our own observations,
we have to discuss the numerical value of these physiological pa-

rameters.

Km values for different substrates have been determined in sea
water by numerous authors (see for instance the review of Seepers,

1977) . Most measurements lie in the following ranges

Amino-acids : 0.03 - 1 wumole/l (Seepers,1977)

Glucose : 0;01 - 0.3 (Seepers,1977)
Glycollate : 0.6 - 3.0 (Wright & Shah, 1975)
Acetate : 0.1 -5 (Seepers, 1977; Stanley

& Staley, 1977)

Y, the yield coefficient, éxpressing the number of bacteria formed
per mole of substrate utilized can be calculated as

- (where o represents the part of total substrate taken
T P P

up used for biosynthetic purposes, and C the carbon content
of a single bacterial cell).

o 1s generally about 0.3 to 0.4 (see table III ), while Q
is about 0.25 - 0.5 1078 umoleC/, . (Stanier et al, 1970)

- ) 8 -
Y is therefore about 10 baCt/pmoIeC-

Vm, the maximum uptake rate per bacterium has been determined for

marine strains in a few cases.



21,

White (1969), working with Southampton water, and Hobbie and Wright

(1965) in Lake Erken, both report values about 0.1 10—8umole C/bact.h
Gocke (1975), working in the German Bight of the North Sea, esti-

ﬁated it as 0.03 and 0.07 10_8umolé C/bact.h. for glucose and ace-

tate respectively.

On the other hand, Jannasch (1967 and 1968) has measured the maxi-

mum growth constant of marine bacteria when incubated with glucose

or lactate as the sole substrate. His measurements are in range

0.15 - 0.8 h_1. Taking into account the value of Y just discussed,

the corresponding maximum rates of uptake are in the range

8

- B :
0.15 10 - 0.8 10 "umole C/bact.h.

As far as we know, very few data exist in the literature concerning
the mortality of bacteria. An estimation of mortality constant can
however be obtained from the rate of decrease of bacterial density in

environmental situations where growth is stopped. The measurements

4

of Joiris (1973) in a closed marine lagoon for instance allow a

1

mortality constant of about 0.12 h ' to be calculated. As this pro-

bably represents mortality in adverse conditions, the value of

1

k = 0.05 h ' has been chosen here for the mortality constant in na-

tural conditions.
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With these values of the physiological parameters ( Y about

108bact/umole ¢; Vm about 0.2 10—8um01e C/bact.h. , k about 0.05 h-1)
a reasonnable estimate of the steady state value of substrate con-
centration can be made according to relation (4)
g = Km ~ ___Km
Vm Y . 3
k
‘which provid%?the following results
Amino acids : 0.01 - 0.3 umole/1
Glucose : 0.003- 0.1
Glycollate 0.2 -1
Acetate : 0.03 - 2
These ranges are indeed quite compatible with the measurements
reported here (see table IV ) and in the literature.
The very simple model discussed here explains thus both quali-
tatively and quantitatively our observations
- Qualitatively, it explains why substrates concentrations are not
very different in estuarine environments, characterized by high
heterotropic activities and in open sea, with only very low hete-

rotrophic activity, by showing that the steady state concentration

of a substrate is independant of its rate of production.
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- Quantitatively, it accounts for at least the order of magnitude
of substrates concentration observed, as well in this study as

in most other investigations published in the literature.
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TABLE I Ultrafiltration or dialysis of dissolved organic matter.

Biotope ’ Fraction

Sea water

Tokio bay < 500
Georgia coastal < 1000
waters

Sea water < 400

Ucha reservoir (USSR) < 400
Ucha reservoir (USSR) < 300
Black sea <1500

Surface film (Black <« 200
sea)

oe

27

12

10

10

69
38

& »

Authors

Ogura, 1974
Wheeler, 1976

Degens, 1968
Brger, 1968
Mirkina, 1977
Mirkina, 1977

Starikova & al,

1977
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TABLE II : Comparizon between the total rate of utilization

(in %/hour) of some organic substrates estimated:

a) by the sum of incorporation rate (estimated from
the slope of the incorporation curve in its linear
part) plus respiration rate (estimated from the slope
of the respiration curve in its linear part).

b) from the slope of the tangent of incorporation curve
at initial time.

(see text for explanation).

a b

STATION SUBSTRATE INCORPORATION| RESPIRATION TOTAL TOTAL

' UTILIZATION | UPTAKE
Ostende Glycollate .096 1.03 1.13 1.12
18.7.77
Hansweert Glycollate . D 1.8 P 2.0
19.7.77 :
Hansweert Glucose 1.23 4.6 5.83 4.6
21.10.77
Ostende Acetate 2.81 1.75 4.56 4.85
18.7.77
Hansweert Acetate 2.1 7.9 10.0 5.07
21.10.77 A o :
Ostende Lactate 0.68 0.92 1.60 1.63
18.7.77
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TABLE TIIT : mean value and range observed for the ratio of

incorporation rate to total utilization rate(growth
yield) of various organic substrates.

SUBSTRATE MEAN RANGE . NUMBER OF DETERMINATION
Amino acids (1) 32 .16-.50 17

Glycollate .15 «05= .25 8

Glucose a5 .20-.50

Acetate .41 .20-.60 12

Lactate .38 .15-.60 7

(1) measured with Alanine,

Apartate and Lysine.
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TABLE IVa : Concentration of organic substrates in the water
of the three station under study (in umole/1)

HANSWEERT
Ala, , ~Asp. Lys. Glyc. Gluc. Acet. Lact.

19.7.77 0.084 0.033 0.021 2:0 _ Q2 0«2
21-10.,77 0.042 0.013 0.014 - 0.06 0.2 0.2
7.4.78 0.044 0.024 0.010 4.5 0.08 1.5 -
21.4.78 0.020 0.015 0.010 4.5 0.08 3.3 N
19.5.78 - 0.054 0.010 0.010 0,05 s P =

OSTENDE ‘
18.7+77 0.050 0.019 0.036 1.8 - -
18.10.77 0.021 0.031 0.030 - - (a2
5.4.78 0.015 0.028 0.010 3:0 0.02 2.4
19.4.78 0.010 0.020 0.010 5.1 0.02 1.3
16.5.78 12h 0.049 0.019 0.015 0.05 Q.2 B.2

24h Q.2

11.7.78 0.04

CALAIS
26.7.77 0.141 0.065 0.028 0.9
19.10.77 0.176 0.100 0.034 ) - 0.04 4.0
4.4.78 0.036 0.020 0.031 20 0.01 0.2
18.4.78 12h 0036 0.010 0.010 Za3 0.005 0.2

24h 0.010 0.015 0.020 0.005

17.5.78 0.015 0.012 0.020 Q.01 0.2 1.6

12778 : 0.6
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TABLE V :

respiration) of organic substrates (in %/hour)

Relative rate of total utilization (incorporation plus

HANSWEERT
ASP LYS BLYE. ACET LACT.
19.7.77 - » 7.8 (0) 27 (0) 5.4(0)
2 (+)
21.10.77 4.9 (+) 5.1 (+) 7.6 (+){ O (o) 10 EO% .67 (+)
5.1(+
7.4.78 10h () 1.2 (+) 3.2 (+) 1.6 (+) 5.1(+) .85(+)
21.4.78 10h|4.1 (&) 4.4 (+) 3.6 (+) 3.0 (&) 10.2(+) 1.3(8)
19.5.78 10h (2) (+)| 0 (+) 2.0 (&) 11.8(%) 1.5(&)
in 2.7 3.6 1.7 12.3 1.9
OSTENDE
18.7.77 1.1(+) (o] 4.56(0) 1.60(0)
4.85(+) 1.63(+)
7.8.10.77 (+) .39(+) 0 (+) L44(+) 0 (+) 0 (+)
18.10.77 (+) .93 (&) 1.8 (&) 0 (*) L24(8) .24 (%)
5.4.78 (+) TZLR) 3.3 (+) L18(+) L15(+) L11(+)
2.19.4.78 - = = - .20(+)
19.4.78 5. (+) 5.7 (#) . 65(&) .20(%) L17(2) .03 (&)
16.5.78 12h|1. (&) 3.9 (2) 7.1 (&) 0 (+) 1.7 (&) 4.8 (&)
24h - - - - -
11.7.78 (+} © (+) 26(+) | O (+) .04 (+) 0 (+)
in 1.5 2.2 .27 1.0 .87
CALAIS
26.7.77 = - 0 (+) .07 (+) .05 (o
9.10.10.77 (&) .62 (+) 1.5 (&) L46(+) L21(8) L16(+) L13(8
19.10.77 0 () 22 (&) 0 () (+)] .04(+) .04 (&
4.4.78 &) o (") 1.1 (+) 0 (+) .83(&)] .07(+) .01 (&
3-18.4.78 (47 - - - = - .05 (3
18.4.78 12h (+Y o () .19(8) 0. (+) |0 ("o (+) .01 (&
24h (+) o (+) L56(+) 0o (&) | o (+)1 .10(+) .03 (%
17.5.78 (+} © (+) 0 (+) 0 (+) 0 (#)] © (+) 0 (*
12.7.78 (+) = 4.8 (&) 0 (+) .49(%) - .03 (&
in .70 T.2 06 22 06 04

sum of incorporation and respiration measured separately

total uptake estimated from the slope of the tangent to the incorporation

curve at initial time

total utilization estimated from the value of incorporation and the mean
ratio incorporation/total utilization of table III. ;
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Figure 2. Device for trapping the CO2 produced by respiration
of labelled substrates before radioactive counting.
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Figure 3. Examples of measursments of incorporation and respiration of

labelled substrates. a. Incorporation (e) and respiration (a) of acetate
by a sample of Scheldt water (Hansweert, oct. 1977). b. Incorporation
of lactate Wy sample of Scheldt water (Hansweert, octobee 1977) .

c. Incorporatlan () and resplratlon (o) of glycollate by a sample of
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Figure 4.  Schematic representation of the model of bacterial
utilizazion of directly usable substrates devel opped in the text.




Figure 5. Evolution of bacterial density and substrate concentration
after a sudden increase of the rate of production of the substrate.
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Figure 6.a.Evolution of bacterial density and substrate concentration
after a sudden increase of substrate concentration.

b.Relation between the maximum bacterial density reached and
the initial increase of substrate concentration.
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Evolution of bacterial density and substrate concentration
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when the production rate of the substrate varies sinusoidally with a

period of one day.
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Mean turnover rate of the substrate:12 % h—1
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Distribution of microbial metabolisms in natural environments
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Résumé : Distribution des métabolismes microbiens dans les milieux

naturels présentant un gradient de conditions d'oxydo-réduction.

Du point de vue de 1'&cologie bactérienne, la présence d'un gradient de
conditions d'oxydo-réduction dans les couches supdrieures des sé&diments
marins constitue l'une des caractdristiques principales de cet habitat.
Le potentiel d'oxydo-réduction peut &tre considérd 3 la fois comme le
résultat de 1l'activité microbiologique, et comme un facteur déterminant
quel type de métabolisme microbien se déroule dans un milieu donné.

Ces deux points de vue sont adoptés successivement pour ilicstrer, par
des exemples concrets choisis dans les s&diments marins et dans 1'es-
tuaire de 1'Escaut, une théorie générale de la relation entre métabolisme

bactérien et potentiel d'oxydo-réduction du milieu.

I. INTRODUCTION.

. The knowledge of the microbial metabolisms occuring in the upper layers
of marine sediments is of prime importance for the understanding of the

fate of organic material at the water-sediment interface.

From the point of view of microbial ecology, the presence of a sharp gra-
dient of oxidation-reduction conditions in the upper layers of the sedi-~

ments is one of the most striking characteristics of this habitat.

Other environments, however, also displays such redox gradients : heavily
polluted rivers are an exemple. In this paper we will compare results

obtained in marine sediments on the one hand and in the Scheldt estuary
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on the other hand, concerning the distribution of microbial metabolisms
in the redox gradients exhibited by this two environments, as an illus-
tration of a general theory on the relation between microbial metabolisms

and redox potential of the medium.

In order to clarify the discussion, the basic classification of non photo-
synthetic microbial metabolisms is summarized in Table I, from the point

of view of redox transformations.

Table I.:

(chemo)organotrophic (or hetero- |[(chemo)lithotrophic metabolisms
trophic) metabolisms

(organic)respiration: (mineral)respiration :

exoenergetic oxidation of a reduced substrate, S red

S red + Ox - Sox + Red;

S red = organic S red = mineral
++ . . .
eg : Mn s manganioxidation
+ - e ;
NHy , NO; ; nitrification

++ . .
Fe ; ferrooxidation

HS ; sulfooxidation

CH, ; methaneoxidation

H, s hydrogen oxidation
at the expense of a mineral oxidant taken up from the external medium :
eg 02 : aerobic respiration
MnO,: manganireduction
NOa-: denitrification

Fe(OH)3: ferroreduction

)
)
) anaerobic
) respirations
)
)

= »
SO, : sulfatoreduction

CO2 : methane production

Fermentations :

exoenergetic rearrangement of
an organic substrate without in-
tervention of an external oxidant(l)

S red + 8'red

(1) Excepted when molecular hydrogen is produced during the fermentation.
This case present some, more than formal, analogy with respiratory
metabolisms, of which it could represent a primitive form(Cray and
Gest, 1965),
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The concept and measurement of redox potential in natural environments
have been discussed by several authors (Baas Becking et al, 1960;
Stumm, 1966; Thorstenson, 1970; Billen, 1976). It has been stressed that
a redox potential can be univocally defined in natural medium because an
internal thermodynamic equilibrium is not far from being reached within
the subsysteﬁ formed by the main mineral redox couples succeptible to be

used in energy ylelding metabolisms of microorganisms.

So defined, the valve of the redox potential can be viewed either as the
result of microbial activity, as far as respiratory metabolisms consume
oxidants from the medium, or as a factor determining which kiqd of
microbial metabolisms can occur.

These two pointsof view wil] be successively adopted in the following

presentation,

s e e s wn W on Wy v s e» o ws e = D oem an e D Em e s AN G GO W GE G G0 e ew W = - am an o W ew e e aw ww

When the sum of all respiratory metabolisms in a given medium = ex-
pressed as a rate of oxidant consumption = is higher than the rate of
import of oxidant to this medium, the redox potential decreases.

The process resemble a redox titration of the oxidants of the medium by the
organic matter initially present, conducted at the rate of overall respi-
ratory activity. The opposite occurswhen the rate of oxidants import exceed

the rate of respirations.

This idea has been applied for relating total heterotrophic activity, its
geographical and seasonal variations, to redox profiles in marine sedi-
ments (Wollast & Billen, unpublished) and in the Scheldt estnary (Billen
et al, 1976). Using the assumption that an internal redox equilibrium
exists for the mineral redox couples, the distribution of all redox species

have been calculated by this model.

III. Redox conditions as determinant of bacterial metabolisms.

The ffee energy change associated with the oxidation of a particular
reduced substrate by an oxidant depends on the availability of this oxidant,
in the medium, ie on the Eh (Billen, 1976).

In the case of mineral substrates, this dependance determines a critical
value of the Eh under which the oxidation of these substrates is not more

exoenergetic, and thus the corresponding chemolithotrophic metabolisms are
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impossible. This limitation will be illustrated by ob.servations concer=~
ning the zones of occurence of nitrification in marine sediments and

in the Scheldt estuary.

14
In situ rate of nitrification as been determined by aid of dark C bi-

carbonate incorporation with and without addition of a specific inhibitor

of nitrification (Billen, 1976; Somville, 1978).

In both environments, nitrification is shown only to occur above a cer-
tain Eh limit. Moreover, the predictible seasonal variations of the
redox gradient results in variations in the distribution of the nitri-

fying activity.

Oxidation of organic compounds,on the other hand, is exoenergetic in the
whole range of Eh encountered in natural media so that chemoorganotrophic
metabolisms are always possible. Their energy yield, however, is lower

at lower Eh.(This last point can be illustrated by data about the growth
yield of heterotrophic bacteria obtained by measurement of incorporation

and respiration of several organic substrates in various environments).

Fermentative metabolisms, having for only result a reorganization of the
organic substrate, without modification of its gross redox level, are,
from a thermodynamic point of view, quite insensitive to redox condi-
tions. It is generally thought however, that oxygen toxicity toward most
fermentative bacteria, or competition between fermentative and respiratory
metabolisms, result in the quasi-complete absence of fermentative meta-

bolisms in aerobic conditions.

Data, collected both in marine sediments and in the Scheldt estuary,about
concentration and rate of microbial utilization of fermentation products
(lactate, acetate, ethanol ...), show that this is not necessarily true.
understanding the pathways of organic matter degradation in various oxida-
tion-reduction conditions,. these data can offer a promizing approach.

Al
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DISTRIBUTION ET UTILISATION DU LACTATE ET DE L'ACETATE DANS LES

SEDIMENTS.

G. BILLEN
et S. VERBEUSTEL.

55487

INTRODUCTION

Dans le cadre d'une recherche 3 long terme visant A préciser les
mécanismes de la dégradation de la matiére organique dans les sédiments
marins, nous avons effectué une sdrie de mesures sur la distribution et
l'utilisation microbiologique de deux impdrtants produits de fermentation,
le lactate et l'acétate, dans une série de carottes de sé&diments prove-
nant de la Mer du Nord (Southern Bight et Fladden Ground), du Bassin de

Chasse d'Ostende et de l'estuaire de 1l'Escaut.

Le présent rapport fait la synthése des résultats acquis jusqu'id

présent.

METHODES

Lactate et acétate ont &té dos&s aprés extraction de 1l'eau in-
terstitielle par des méthodes enzymatiques décrites en détail ailleurs
(Billen & Putman, 1979).

La vitesse de respiration de ces deux substrats par les popula-
tions bactériennes de sédiments a été &valuée par addition de marqueurs
radioactifs et mesure du CO, radiocactif produit aprés un quart d'heure

d'incubation.

RESULTATS

1. Dosage de_lactate et de l'acétate dans_1l'eau interstitielle

~

La figure | présente & titre d'exemple un profil vertical com—
plet de concentration en nitrates,sulfates, lactate et acétate dans

l'eau interstitielle d'une carotte vaseuse du Bassin de Chasse d'Ostende.



Le tableau 1 montre la gamme des valeurs trouvée dans les autres carottes

analysées.

TABLEAU | : Gamme des valeurs de concentration en lactate et acétate

trouvées dans l'eau interstitielle de diverses carottes

(umoles/1).. i
Origine Acétate Lactate
date zone oxydée  zone réduite [zone oxydée zone réduite
Fladden Ground 30a 13.05.76 | 48 - 90 15 = 115 41 - 81 3 - 54
v 22 02.05.76 22 - 35 3 - 29 8 - 88 8§ - 29
" 70 23.05.76 7 - 54 1 - 30 37 5 - 28
Mer du Nord MI1149 12.10.77 1 1 - 18 40 7 - 61
" MO1 11.08.75 4 - 26 32 = 53 33 - 38 8 - 38
" ZB7 13.10.77 1 - 50 = 40 - 120 =
Bassin de chasse '
zone sableuse 8.01.75 1 - 89 1 - 38 48 - 81 60 - 149
" 20.12.77 5 - 36 5 = 45 92 - 150 52 - 88
zone vaseuse 6.02.79| 12 - 14 9 - 39 105 - 176 12 - 90
Escaut EI18 octobre 1978 21 17 - 108 83 7.5-78
E22 octobre 1978 75 1 - 100 = 1 - 129
E31 octobre 1978 9 - 51 i 20 - 54 19 - 68 | 21 - 69
I i
I !

2. Détermination du km pour 1l'acétate et le lactate.

Une suspension de sédiment provenant de la zone vaseuse du Bassin
de chasse d'Ostende, dans de 1l'eau de mer, a &té incubde pendant 4 jours dans
diverses conditions d'oxydoréduction (aérobiose, anadrobiose avec addition
de nitrates, anaéroEiose sans nitrates). Les vitesses relatives d'utilisation
du lactate et de 1'acétate, avec divers ajouts de substrats ont alors &té
mesurées. Les figures 2 et 3 montrent les ré&sultats obtenus en coordonnés
inverses 1/v relative - Sa(concentration ajoutée en substrat). Cette repré-
sentation permet la détermination duKm de la population bactérienne vis-i-vis

du substrat : en effet, si



v = Vmax S
S + Km
S S + Km
alors - = P
v V max
1 Sn + Km Sa
ou = +  —
Vr Vmax Vmax

(o Sn est la concentration naturelle en substrat)

Dans la représentation choisie, le coefficient angulaire de la

droite obtenue est

1 . . - . .
, tandis que l'abscisse & 1'origine vaut Sn + Km.

Vmax

I1 suffit alors de connaltre Sn pour calculer le Km.

Les résultats ainsi obtenus sont résumés dans le tableau IT :

TABLEAU II : Valeurs du Km pour l'acétate et le lactate des popula-
tions bactériennes des sé&diments du Bassin de chasse

d'Ostende dans diverses conditions d'oxydoré&duction.

% 1Eh 1 Km Acétate Km Lactate

(mV) ; (ymoles.l) (umoles/1)
Aérobiqse 360 mV | 65 61
Anadrobiose + NO; 140 | 36 =
Anadrobiose sans NO; avec 80: 10 78 - 85 60
Anaérobiose sans SOQ= =50 ‘ 7.5-16 60

3. Profil vertical des vitesses d'utilisation du lactate et de

1'ac8tate dans les sédiments.

Les vitesses relatives de respiration du lactate et de l'acétate
ont &té mesurées dans des conditions proches des conditions naturelles sur
des &chantillons prélevés a diverses profondeurs d'une carotte de sé&di-
ments de la zone vaseuse du Bassin de Chasse d'Ostende. Les ré@sultats sont
repris dans le taBleau III. Les concentrations en substrats dans le méme

sédiment sont celles représentées dans la figure 1.
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DISCUSSION

1. Comparaison sé&diments—eau de surface.

La comparaison des données présentées ici avec des données simi-

laires relatives au milieu pélagique permettent de mettre en &vidence cer-

taines caractéristiques propres du milieu constitué par les sédiments marins.

Cette comparaison est résumée dans le tableau IV.

Eau interstitielle des Eau de surface
sédiments .
Acétate - (ref) (ref)
gamme de conc(pmoles/l); 10 = 100 (ce travail) 0 -5 (Billen et al, 1979)
Km (ymoles/1)! 10 - 100 ( " " ) .1 =10 (Koyama et al, 1977)
: .1 -5 ( Seepers, 1977)
V_.jutilisation (Zh ') 10-100 ¢C"™ " ) .01- 10 ( Billen et al, 1979)
Lactate
~ gamme de conc(umoles/1)} 10 = 200 ( " " ) 0 -5 ( Billen et al, 1979)
Km (ﬁmoles/l) 60 { " ") =
V_ojutilisation (Zh 1) | 10 - 500 0l- 5 ( Billen et al, 1979)
Ac.Aminés Individuels
Gamme de conc(ﬁmoles/l) 3 -5 (Esteves,76) 0 -0.2 ( Billen et al, 1979)
2 - 20 (Degens et
) al, 1964) |
Km (umoles/1) - I 0.03-1 ( Seepers, 1977)
Vrelutilisation (zh 1) - i .1 =5 ( Billen et al, 1979)

!
1
|
i

Billen et al (1979) ont présenté un modéle qui montre que la

concentration stationnaire d'un substrat directement utilisable par 1'ac-

tivité bactérienne est indépendante de la vitesse de production de ce sub-

strat, donc de l'intensité de cette activité, mais dépend uniquement des

paramétres physiologiques des populations bactériennes vis-3-vis du subs-

trat :



Ainsi 3 1'état stationnaire :

g = Km
‘Vmax Y 1
k
ol Y est le rendement de croissance sur le substrat

k est la constante de mortalité

Les données du tableau IV ne sont pas en contradiction avec ce modéle,
puisque les gammes de concentrations observées coincident, dans les deux
milieux, & la gamme des Km. Toutefois, le milieu constitué par les sédi-
ments, od les vitesses de production de petits substrats organiques sont
beaucoup plus élevées, se caractdrise par des valeurs &galement plus
€levées des Km d'utilisation, et donc par des concentrations stationnaires

plus &levées de ces substrats,que dans la phase pélagique.

2. Variations en fonction de la profondeur.

Le tableau III montre trés clairement une décroissance générale de

la vitesse d'utilisation des substrats en fonction de la profondeur.

Ces données confirment 1'idée que 1'essentiel de 1'activité micro-

biologique se déroule dans les dix premiers centimdtres de sédiments.

3. Structure des réseaux métaboliques.

L'effet du Eh sur le Km ou sur la concentration de lactate ou d'acé-

tate dans les sédiments ne semble pas trés marqué.

I1 n'apparalt pas davantage dans nos données sur la respiration de ces

deux substrats.

La comparaison des données sur la respiration du lactate et de 1'acé-
tate montre qu'une part importante (>90 Z) du lactate est consommé sans

production d'acétate et n'est donc pas le fait des bactéries sulfatordduc-

trices.



Figure 1. Concentration en Nitrate (a),Sulfate (b), acetate (c) et

lactate (d) dans 1'eau interstitielle d'une carotte vaseuse du
Bassin de Chasse d'Ostende (B 6/2/79).
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Figure 2. Determination du Km pour 1l'acétate des populations bactériennes
d'une suspension de sédiments du Bassin de Chasse d'Ostende en conditions

d(aérobiose (®), d'anaérobiose avec nitrates (a) et d'anaérobiose avec
sulfates (e).

10 2¢ S0 Ll

H m acetate

Figure 3. Détermination du Km pour le lactate des populations bactériennes
d'une suspension de sédiments du Bassin de Chasse d'Ostende en conditions
d'aérobiose ®) et d'anaérobiose avec sulfates (o).
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Abstract

The behavior of calcite in typical mixed-layer seawater (Bermuda sea-
water) supersaturated with respect to calcite and aragonite was investigated
using saturometry techniques. Additions of reagent-grade calcite to this
seawater produce a surface film on the calcite that is more soluble than
calcite. The observed increase in solubility of the film, expressed as
-log IA.PCaCO3 (IAP = Ion Activity Product), varies directly with increase in
thickness, and probably Mg content, of the precipitated carbonate. Dissolu-
tion of these precipitates in seawaters undersaturated with them was rapid.

We suggest from the results of these experiments that suspended calcite
in the ocean mixed layer may be coated with carbonate films. As the concen-
tration of CO2 in the atmosphere increases owing to the burning of fossil
fuels and other activities of society, and the CO2 content of the mixed layer
also increases, carbonate coatings on calcite should begin to dissolve before
aragonite and calcite. Furthermore, if these reactions involving Co, and
carbonates are globally significant, then models of the global balance of

COZ’ that assume no uptake of CO2 by reactions with solids in the oceans until

aragonite saturation is reached, may be significantly in error.



Introduction

It is commonly assumed that the increase of CO, in the atmosphere is

2
accompanied by increased dissolved CO2 in the mixed layer of the ocean. It
is further assumed that the increase of CO2 in the ocean is entirely related

to increased solubility of gaseous CO, in seawater, and that there is no

2
significant dissolution of carbonate minerals that would augment uptake by
the mixed layer. This second assumption is based upon many measurements of
the saturation states of low magnesian calcite (henceforth called calcite)
and of aragonite in the shallow marine waters that show supersaturation with
respect to both phases.

The assumption of lack of reaction of increased CO2 with carbonate
minerals is open to two major possible errors: first, there may be very
large areas in high latitudes where both calcite and/or aragonite are dis-
solving in undersaturated mixed-layer waters (cf. Alexandersson, 1976, 1978;
Berner, 1977), but where few measurements of saturation state have thus far
been made; second, carbonates with higher solubilities than calcite or

aragonite may respond to CO, change.

2
This article is devoted largely to studies of the behavior of calcite

(< 1 mole % MgCO3) in typical mixed-layer seawater--namely seawater

from the shallow waters of Bermuda, which are continuously supersaturated

with respect to calcite and aragonite. In addition to revealing some

aspects of the behavior of calcite, we use this article as a vehicle for

demonstrating some of the pitfalls faced by investigators of carbonate-sea-

water reactions.



Review of Some Reactions of Calcite with Seawater

Waters of the mixed layer of the intermediate- and low-latitude oceans
are commonly supersaturated three- to four—fold with respect to calcite.
This supersaturation persists even if the seawater is in contact with shallow
water sediments and suspended materials containing abundant calcite. Berner
(1975) demonstrated that a supersaturation of about 400% (degree of
saturation = 100 x ratio of ion activity product of Ca++ and CO3= in sea-
water to the equilibrium value = 100 IAP/Ke ) is required for a finite rate
of carbonate precipitation on calcite seed materials in seawater of average
composition. Pytkowicz (1965) showed that homogeneous nucleation of car-
bonates is strongly inhibited by the magnesium concentration of seawater.

A number of investigators (cf. Chave, 1965, and Chave and Suess, 1967)

found that the pH lowering caused by the addition of calcite to seawater

is dependent on surface area. Weyl (1965), in a series of excellent experi-
ments, showed that as seawater is progressively neutralized in the presence
of calcite grains, the first precipitate has a solubility about the same as
that of the calcite, but that subsequent precipitates formed from super-
saturated waters have higher solubilities.

There is a continuing controversy concerning the reasons for the
inhibition of the growth of calcite in supersaturated seawater--whether it
is dominated by organic coatings, by phosphate adsorption, or by a mag-
nesium effect. We consider that the work reported here represents nearly
time-independent relations between solution and solids, whatever the ex-

planation of our observations.



General Experimental Procedure

Measurements: Measurements of pH were made with a Corning 130 digital

read-out pH meter, using a combination glass--saturated calomel electrode,
and were recorded on a Varian paper strip recorder. The meter is quite
stable; checks on a pH 7 buffer over periods of 24 hours seldom showed
drifts of more than a few thousandths of a pH unit. The precision of the
measurements is estimated to be within + 0.005 pH units. Laboratory tem-
peratures fluctuated a few degrees, with a mean close to ZSOC; consequently,
temperature corrections were not necessary.

Total and carbonate alkalinities were measured using the pH method
(Grasshoff, 1976), in which a fixed amount of standard HCl is added to 50
ml of seawater, and the resultant pH is recorded. Eight replicate samples
had a standard deviation of 0.004 meq/liter.

Materials: Reagent-grade calcite (Fisher) was reacted with seawater
collected directly from Ferry Reach, a 400 m wide, 4 km long channel open
to the ocean at both ends, and continuously flushed with tidal currents.
Chemical analysis of the calcite is given in Table 1. The identification
as calcite was confirmed by x-ray diffraction analysis, which indicated

well-crystallized material of uniform composition.

Experiments in Closed Systems

Introduction: A number of experiments involved the addition of

weighed increments of reagent-grade calcite to samples of 5 to 50 milliliters
of fresh seawater from Ferry Reach. Some of these experiments were in the

style of classical carbonate saturometry as originally introduced by Weyl



(1961). A 10 mm internal diameter centrifuge tube, that tapered toward its
closed end, made possible pH measurements with a few milliliters of sea-
water, if the electrode was lowered as far as possible into the tapered part
of the tube.

The simplest experiment was the addition of excess calcite to the
system, so that the settled calcite mud covered the electrode to a depth of
several centimeters. pH was then recorded as a function of time, and it was
assumed that the reactions in the calcite-seawater system were isolated from
the external atmosphere, and even from the supernatant seawater.

In a second type of experiment, the reagent-grade calcite was added
to the centrifuge tubes in increments, and the pH recorded for each incre-
ment until a constant value was achieved.

A third type of closed system experiment involved addition of various
weights of calcite to fixed volumes of seawater in stoppered pyrex flasks.
The flasks were continuously shaken on a shaker table, and measurements of
pH made at increasing time intervals.

Precautions: Although several experiments in closed systems were
successful, the experimental difficulties are such that we did most of our
work in systems equilibrated with the PC02 of the Bermuda atmosphere. If
the seawater was not poisoned with HgClZ, CO2 production from organic materials
in the seawater caused lowering of pH in excess of that caused by carbonate
precipitation. Even if the water was treated with HgClz, bacterial action
was apparently not entirely halted at Hg concentrations ordinarily deemed
sufficient to inhibit biological activity. We were always in doubt as to
whether we had added enough Hg, or whether we had added so much that it
interfered with the carbonate reactions. At any rate, a slow drift of pH

downward occurred in many experiments. Also, in experiments in centrifuge



tubes, the system was not truly closed, and CO2 escaped into the atmosphere
at a rate sufficient to invalidate experiments lasting longer than an hour
or two. Finally, we observed what seems to be an influence of carbonate
particles on the pH electrode. Calcite-seawater systems, as well as natural
carbonate sediment-seawater systems, typically yielded pH values in the
settled sediment different from those in the supernatant seawater. If a
bottle with sediment was shaken, and the pH then measured at the bottom of
the bottle as the sediment settled, the pH usually diminished as the sedi-
ment accumulated and compacted. We suspect that CO2 is adsorbed on the car-
bonate particles, but have not by any means established the validity of

this suggestion.

Results: Despite these difficulties, some of the experiments in closed
systems produced useful results. The procedures of calculation and measured
and computed values discussed below are given in the Appendix.

1. Stability of calcite: Addition of excess reagent-grade calcite to
seawater in a centrifuge tube produces pH values of 7.48 to 7.50 in the

sediment surrounding the electrode. Calculations from these values yield

IR S for calcite of 10-6'29, which

Ca CO3

corresponds, according to our conversions of concentrations to activities,

to a K (a e _) of 10—8'5. These values are in excellent agreement with
3

Ca Cco
values of K' for pure calcite determined by Ben-Yaakov and Goldhaber (1973)

an apparent constant, (K'), m

and values of K determined by Christ, et al. (1974). Berner (1976) obtained

0-6.23 -8.45

a K' of 1 and a K of 10 , slightly larger values but consistent

in their difference.

2. Solubility of precipitates on reagent-grade calcite as a function
of "relative thickness', i.e., weight of precipitate formed per gram of

calcite: It has been known for a long time that addition of a small amount



of reagent-grade calcite to typical surface seawater causes a lowering of

pH, and a second addition lowers the pH still further. After each addition

a record of pH with time shows that the pH values achieved are constant.
Chave (1965) and Chave and Suess (1967) apparently assumed that the carbonate
precipitated by the lowering of pH is a low magnesian calcite with a solu-
bility like that of calcite, and that the system is prevented from attaining
equilibrium with this precipitate because organic matter stops the reaction.
Weyl (1965), on the other hand, showed clearly that precipitates of different
and higher solubilities than calcite can be formed on calcite. Berner

(1975) shows an electron photomicrograph of a high magnesian calcite (~ 7-10
mole 7% MgCO3) that he grew from supersaturated seawater on low magnesian
calcite seeds. High magnesian calcites, although their solubilities are not
well established, are more soluble than nearly pure calcite. We have taken
the stand, for reasons to be given later, that the small lowering of pH to

a constant value caused by addition of a small amount of reagent-grade cal-
cite to seawater is, indeed, the result of the precipitation of a carbonate
more soluble than calcite.

Figure 1 shows the results of experiments in closed systems, in which
the constant pH values achieved after additions of calcite to seawater are
plotted against the weights of calcite added per cm3 of seawater. Figure 2
shows the "relative thickness'", i.e., micromoles of carbonate precipitated
per gram of calcite added to the solution, as a function of the negative
log of the ion activity product of Ca++ and CO? in the solution, -log (IAP).
This form is a matter of convenience; the composition of the precipitate
is unknown, so its activity product cannot truly be calculated. A question

also arises concerning the achievement of equilibrium between precipitate



and solution. Thus, a calculated IAP for CaCO3 serves principally to illus-
trate the change in the amount of dissolved carbonate in the solution as a
function of the average thickness of the precipitated layer.

Further discussion of closed systems will be postponed until the open

system work has been described.

Experiments in Open Systems

General: Because of the difficulties encountered in our studies of
closed systems, we did most of our work in solutions equilibrated with the
Bermuda atmosphere. One requirement of this method is that the PCO2 of
the atmosphere be known, or at least it is necessary to know its variations
with time. PCoz of the local atmosphere was tested by bubbling air through
a sample of seawater with measured carbonate alkalinity and continuously
recording the pH of the sample. PH variations during most of these experiments
were very small, about 0.02 pH units. During the investigation we found
PCOZ levels in the laboratory air as high as 500 ppm. Even with an air
source outside the laboratory, we found significant contamination from
the exhausts of air conditioners until we moved the intake of the aquarium
pump well away from the laboratory building. The average PCO2 of Bermuda
air during August, 1978, calculated from the pH and alkalinity of the
equilibrated seawater, is somewhat below the world average; 320 ppm by
volume. Despite the good stability of our pH meter, the accuracy of the

CO2 determinations is probably + 15 ppm.

Stability of calcite: The stability of the reagent-grade calcite was

determined in the open system by placing 15 or sometimes 20 milliliters

of seawater in a plastic tube fitted with a fritted glass disk at the bottom.



Air from an aquarium pump. located outside the laboratory was first

bubbled through seawater, which served to saturate it with water vapor, as

well as to act as a monitor for PCOZ of the air. The air was then passed

up through the disk to agitate the seawater in the plastic tube. Tests

showed no sensitivity of the pH measurement to bubbling rate. After equili-

bration of the seawater with air, determined from a constant pH of the

recorder record, an excess of reagent-grade calcite was added to the system.

The pH achieved (7.86) is consistent with a pK' of 6.29 and a pK of 8.50, as

obtained from the constants and calculation procedures given in the Appendix.
IAP vs. relative thickness: As in the closed system, increments

CaCo 3
of reagent-grade calcite were added to 15 milliliters of seawater equili-

brated with the atmosphere. Again pH was plotted against weight of calcite

added (Fig. 3) and -log IAP of the solution was plotted versus 'relative

CaCO4q

thickness" (Fig. 4). The results of closed system experiments opened and

re-equilibrated with air are also shown on Fig. 3.

Combined experiment: Figure 5 is a plot of -log IAPCaCO versus rela-
3

tive thickness of the precipitated layer for experiments in which calcite is

first equilibrated in closed systems, then the systems are opened to the
atmosphere by bubbling air through them. For comparison, the plot also
includes the results of the closed and open system experiments referred to
above. When reagent-grade calcite is added to a closed system, carbonate
is precipitated by reaction with both carbonate ion and bicarbonate

ion. Reaction with bicarbonate ion generates CO, according to

2

H. -
Ca + ZHCO3 = CaCO3 + CO2 s HZO'

The PCO rises to about 4 times the original value. When the system
2

is opened O, is swept out, CO‘ fon iureases, and more timft)‘ 15 precipi-

tal ad, Al the end ot the cvele, catbhonate alkalinity i ceduoced o leng



than half its original value. The thickness versus -log IAP curves for the
precipitates formed in the closed system, in the system that was opened
after being '"closed", and in the system open from the beginning, show
similar functional relations between -log IAP and relative thickness (Fig.

5).

Aragonite

Only one set of seawater experiments was run with aragonite. Berner
(1975) showed that the behavior of aragonite in seawater is not affected by
the presence of magnesium. Our experiments consisted of putting Hg-poisoned
seawater into closed flasks with various weights of acid-washed, ground (< 62
um) aragonite (0.1 to 1.0 g in 20 ml) obtained from the coral Diploria sp.
The flasks were continuously shaken on a shaker table and the pH of the
suspensions was monitored as a function of time. Flasks containing more
than 0.3 grams of aragonite gave a final pH of 7.71 after reaction, which
corresponds to a pK of 8.31, between the value of 8.36 for pure, well-
crystallized aragonite obtained by Siebert, et al. (1974), and the value of
8.28 determined by Bermer (1976). The flasks with 0.3 and 0.1 g aragonite
yielded constant values as much as 0.1 pH units highef than those with
higher solid to solution ratios, suggesting that precipitation of a relatively
thick layer of new carbonate on aragonite results in structural or compo-
sitional differences that make the precipitated carbonate a little more
soluble than aragonite. In any case, the effect of the precipitate thickness

on -log IAPCaC is much less important for aragonite than for calcite.

O

Discussion ol Open and Closed System Fxper fments

The graphs of =log LAl versus relative thickness of the precipi-

J
CaC0y
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thickness at a poorly-defined value of about 7.9. The limiting value of
-log IAP is not as accurate for the closed system experiment because no data
were obtained for small additions of calcite to seawater. Nevertheless,
the value of 7.9 corresponds to a supersaturation relative to calcite ex-
: IAP 5
pressed in terms of log - (log Q) of 0.6 (400%). Berner (1975) found
calcite
that a supersaturation of about this amount or more was necessary for the
growth of small quantities of carbonate on calcite seeds in seawater
(0.1-1.8 g calcite seeds/liter seawater). He also showed that the carbonate

grown at a constant supersaturation of about log £ = 0.7 (500%) was a 7-10

mole % magnesian calcite.

We conclude that calcite grains, exposed to supersaturated seawater,
grow a layer of progressively more soluble carbonate. The upper limit of
solubility of the outer surface of this layer is at a -log IAP of about
7.9 (Fig. 5). This value for -log (a a _) in seawater corresponds to

Ca C03
a pH of about 8.2 for surface seawater of average alkalinity--the pH generally
accepted as representative of the temperate and tropical surface oceans.
I1f surface seawater achieves higher pH values, the surface layer on the
calcite should increase in thickness at constant solubility, tending to
return the pH to 8.2. Berner, by maintaining a constant supersaturation of
log @ = 0.7, achieved a continuous increase of thickness at constant
composition. From the work of Bernmer and that of Weyl (1965), it seems

clear that the decrease in -log IAP of the CaCO, component of the precipi-

3
tated layer is caused chiefly by increasing Mg content. The maximum
solubility achieved undoubtedly is controlled by the Mg content of scawater--

a higher Mg/Ca ratlo might well result in precipitation of a more soluble

magnesian calcite with a higher Mg content.
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We find it difficult to sustain arguments against the achievement of
metastable equilibrium between seawater and added calcite in our experi-
ments. The arguments for metastable disequilibrium, based on interference
of organic matter or another surfactant, are countered by our experiments
in which calcite was first equilibrated in closed systems and then in open
systems. For a given closed system experiment, the amount of carbonate
precipitated in the closed system became constant, and held that constancy

for several days. When the system was opened, and the excess CO, was swept

2
out of the system by air, much more carbonate was precipitated, showing
that the carbonate surface was entirely receptive to more precipitate when
the cog in the solution was increased. Furthermore, when the system was
opened, and more precipitate was formed, the -log TIAP of the solution
decreased because of the increased solubility of the thicker precipitate.

Figure 5 shows that all the precipitation experiments have the same
functional relation between the amount of carbonate precipitated per gram
of calcite added, and the activity product of calcium and carbonate in
the resultant solution. The activi}y product in the solution increases
with increasing thickness, and reaches an asymptote at a rather poorly
defined -log IAP value of about 7.9. |

This similarity in functional relationship is independent of whether
precipitation on the calcite added took place in separate containers with
different weights of calcite, or whether the precipitation took place in
a single container on successive additions of calcite. This result means
that the "solubility"--relative-thickness relation is nearly independent
of the pathway used to achieve it.

Thus, a small addition of calcite to calcite-supersaturated seawater

results in a relatively thick layer of precipitated carbonate. The reacted
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seawater is presumably‘saturated with respect to the CaCO3 component of the
outer portions of this layer (not necessarily in total equilibrium as a
solid solution). A second addition of calcite lowers the pH of the seawater
again, and produces precipitated carbonate with a solubility of its outer
surface lower than that for the first increment. We conclude that part of
the first precipitate must dissolve and reprecipitate on the second incre-
ment of calcite, because the outer portion of the carbonate of the first
increment has a solubility greater than the solubility of the final surface
exposed to the solution after the second increment. Thus, the system
reaches its metastable equilibrium by precipitation on the second increment,
and by dissolution of part of the layer of carbonate precipitated on the
first increment. This sequence of events is necessary if the incremental
additions to the open system are to give the same basic results as indi-
vidual open systems with different initial calcite additioms.

The importance of this argument is that the relatively highly soluble
carbonates: precipitated on calcite from calcite-supersaturated seawater
are responsive to decreases in the supersaturation of that seawater and
dissolve to produce other carbonates more soluble than calcite in the less
supersaturated seawater., The preceding statement means that in the surface
seawater-suspended solid system of the mixed layer of the ocean, there
are solids that will respond to decreases in the supersaturation of that
system with respect to calcite by dissolving, and thus must be considered

as sinks for atmospheric carbon dioxide.

Dissolution Experiments

To test the reactivity of the carbonate layer precipitated on calcite

in supersaturated seawater, several qualitative cxperiments were performed.
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One gram of the reagent-grade calcite used in the preceding experiments

was added to a liter Sf seawater equilibrated with Bermuda air. 1In one
experiment the initial pH of the seawater equilibrated with air was raised
to 8.30 with sodium carbonate solution; in the other the pH was 8.19, that
of the natural seawater in equilibrium with the Bermuda atmosphere. The
final pH of the first experiment, after the addition of one gram of calcite,
was 8.14; that of the second experiment, 8.12. These pH values, in the
open system, correspond to -log IAP values of 7.96 and 8.00, respectively.
The calcite, therefore, was coated with a layer of carbonate, the outer

part of which possessed a solubility higher than that of calcite (-log K =
8.50) or aragonite (-log K = 8.31). The coated calcite was then separated
from the seawater by filtration, and while still damp was added to 10 ml

of Ferry Reach seawater equilibrated with Bermuda air and adjusted to pH
7.88 (very nearly a solution in equilibrium with pure calcite at pH 7.86).
The pH of the first solution rose to 8.02, that of the second to 8.00. The
experiments lasted 24 hours; the pH was not entirely constant, and was still
creeping upward at a very low rate at the termination of the experiment.

The first conclusion that can be drawn from these experiments is that
the carbonate precipitated on calcite from supersaturated seawater reacted
with seawater saturateg with calcite, and dissolved to produce a pH (8.0)
higher than those in equilibrium with calcite or aragonite (7.86 and 7.95,
respectively). The second conclusion is that the observed pH (and IAP) is
considerably lower than one might have predicted from the solubility calculated
for most of the carbonate precipitated on the calcite treated with seawater.
A pH of about 8.1, corresponding to a -log IAP of about 8.0, would be a reason-
able prediction for the result of addition of the gram of seawater-trcated
calcite. The lower pll found (pll = 8.0 and -log TAP = 8.2) we cannot

explain. Tt is conceivable that the rate of solution of the magnesian
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calcite precipitated on the calcite is extremely slow because of inhibition
by phosphate (see Hanor, in press), but more experimental work is necessary

to resolve the anomaly.

Conclusions

Additions of nearly pure calcite to Bermuda seawater initially super-
saturated with calcite and aragonite produce a surface film of carbonate on
the calcite that is more soluble than calcite. The negative logarithms of

the product (a =) for this carbonate range from about 7.9 for thick

3
films deposited from high pH seawater to 8.5 (the pK for pure calcite) for

a
cat co

thin films precipitated on large surface areas at pH values representing
near-equilibrium with calcite. The increase of solubility of the film is
probably correlated with increasing Mg content of the precipitated car-
bonate. The most convincing demonstration of increased solubility with
increased thickness of precipitated film comes from experiments in which
the IAP for CaCO3 of the seawater was first decreased by addition of calcite
and precipitation of carbonate in a closed system, then increased by opening
the system to the atmosphere and thickening the precipitate on the solid.
Experiments designed to test the solubility of the precipitates by
dissolving them to equilibrium gave equivocal results. On the one hand,
the precipitates exhibited a solubility greater than aragonite or calcite;
on the other hand, the solubilities are less than predicted. However, these

experiments do demonstrate that the precipitates react rapidly in under-

saturated seawater.
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Furthermore, as thé concentration of CO2 in the atmosphere increases,
and the CO2 content of the ocean mixed layer also increases, carbonate
coatings on calcite should begin to dissolve before aragonite or calcite.
Further investigations are necessary to determine the importance of the
coatings in the global balance of carbon dioxide, but it is clear that models
that assume no uptake of CO2 by reaction with solids until aragonite under-

saturation is reached may be significantly in error.



TABLE 1

Chemical Analysis of Fisher Calcite

Component Percent
CaCO3 100.02
S0, 0.002
Ba 0.003
Ce 0.0005
Fe 0.0007
Heavy metals (as Pb) 0.0007
Sr 0.04
Mg 0.004
K 0.003
Na 0.02

Insoluble in HC1 0.005



Fig. 1.

Fig. 2.

Fig. 3.

Fig. 4.

Fig. 5.

Figures

Closed-system saturometry with reagent-grade calcite. Individual
weights of calcite added to 20 cm3 of HgClz—treated seawater in
stoppered flasks. Final pH value by extrapolation equals 7.5.

Negative logarithm of IAP (a a =) as a function of relative

€at03 " ca™ coj

thickness of carbonate precipitate (in umoles of CO§ precipitated

gr:am-1 calcite) for closed system experiments.

Open-system saturometry with reagent-grade calcite compared to

results of closed systems re-equilibrated with the atmosphere. Open

system experiment represents successive additions of calcite to

15 cm3 of seawater. Final extrapolated pH value is 7.86. Closed

system experiments represent individual weights of calcite added to

20 cm3 of HgClz—treated seawater in stoppered flasks. The closed

systems were equilibrated, then opened, and re-equilibrated by

bubbling air through them.

Negative logarithm of IAPCaco (a 58 _) as a function of relative
3 Ca CO3

thickness of carbonate precipitate (in umoles CO? precipitated gram'-l

calcite) for open system experiment.

Comparison of functional relations between -log IAPCaCO and relative
3

thickness of precipitate for open, closed, closed-then-open system

experiments. Notice the apparent, but crude, similarity in the

results for the three experiments. The values of the stability con-

stants (pK) for calcite and aragonite arc also shown.
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Appendix

Constants

The constants used for the calculations are listed below. These values
are a consistent set developed by Hung Chang, a graduate student at North-
western University, who surveyed the current literature and attempted to
derive a unique set of constants that would fit the thermodynamic values
and the empirical K's for seawater. Although the values used are not unique,
the various other consistent sets he obtained are not markedly different, in

most cases they agree within about 0.02 log10 units. All values are for 25°C.

-8.50

= = 1
Kcalcite A 438 o 10 . 0
Ca . CO
3
K' .. =m m - 10729 (2)
calcite ++ =
Ca (o{0)
3
a  m
+ =
K _ B COB - 10—9.09 (3)
2 carbonic acid m _
HCO
3
a  m
+
, 1. HEOg ~6.00
K . ,, = — =10 (4)
1 carbonic acid m
Cco
2aq
a
Co
K R - RE T Lol (5)
0 carbon dioxide P
CO2
R 10—2.21’ " - 10—0.33’ Yoo =1
Ca Cco HCO 2aq

(O8]
w



For Bermuda seawater:

m . = 0.0109 moles/liter,

Ca

PCO (Bermuda air) = 10—3'51 atmospheres,
2

a+m _
HoOBOH),  _g.73

! =
Kborate L0 and (6)

mB(OH)3

total borate = ZB = 0.434 millimoles/liter.

Measurements and Calculations

a , was measured with glass electrodes calibrated on the NBS scale and
H

the total alkalinity according to Grasshoff (1976). The relation between

total alkalinity and carbonate alkalinity is given by:

a
0.434 i

— — =-———H
AT = Ac + AB = AC + T+q where Q LR N
H+ H B

From the equations given above, the following relations can be obtained:

A
(e
m = T s (8)
€O, (2 +a +/K2)
H
a m _
v co. A
m = — = - T €))
HCO K
3 1+ —=
> 2
u
a m
nt HCO,
m =3 (10)
0944 K



a .
COZa
P —L | and (11)

2 o

] ]
Ac(l + a +/K1 + Kz/a +)
g, L b (12)
Co (1 +2K!'/a ) *
25

The measurements of pH and total alkalinity and the use of the above expres-
sions permit us to describe entirely the distribution of carbonate species

in the initial system.

Closed System

The precipitation or dissolution of y moles of calcium carbonate in sea-

water requires, for conservation of mass and charge balance, the following

relations:
$.. = Io + d (13
o co, * ¥ an )
2 2
A =042 (14)
c c v

The superscript o refers to the initial condition and y is negative for
precipitation and positive for dissolution.

By combining equations (7) (12) (13) and (14) one obtains

2K! 4 4 K!
fo} 2 e} o H 2
Zco 1+———a (AT"AB)—K'+1+a
2 + 1 +
H I 15
¥ = a . (15)
=< 4
A
K!

1



3

Thus, the amount of caicium carbonate precipitated or dissolved in a closed
system may be evaluated from equation (15) by measuring the final pH, if the
initial total alkalinity and pH of the seawater sample are known.

If the closed system is opened and equilibrated with the partial pres-
sure of CO2 in the atmosphere, the measurement of the final pH reached by
the system allows calculation of the distribution of carbonate species, using
equations (8) to (11). Total alkalinity and borate alkalinity can be cal-
culated from equation (7). If x represents the number of moles of CO2

exchanged with the atmosphere and y the number of moles of calcium carbonate

dissolved or precipitated we have

c
Ac = Ac + 2y and (16)
5= +y+x (17)
co, co, b ’

where the superscript c refers to the conditions previously reached in the

closed system. The evaluation of Ac and I after opening the system

CO2

permits calculation of y and x.

Open System

The calculations in the open system are much simpler. Equations (8) to

(12) give from a simple pH measurement and P the distribution of carbonate

CO2

species, carbonate alkalinity, total alkalinity and total dissolved C02.
The measurement of total alkalinity may be used as a control.
The change of carbonate alkalinity (equation 14) gives directly the

amount of carbonate precipitated or dissolved.
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Abstract—Measurements of the concentration and vertical distribution of dissolved aluminium and
silica. and of pH. in interstitial waters of recent marine sediments from the North Sea and the Mediter-
ranean Sea were performed to evaluate the behaviour of aluminium during early diagenesis. The results
suggest that thermodynamic equilibria alone do not control the concentrations of dissolved species
in the system Al-Si-O,~H,0 during carly diagenesis. Rather, these concentrations are governed by
dynamic factors 1moivmg mineral dissolution- precxputauon reactions and diflusion.

INTRODUCTION

Knowledge of the concentration and distribution of dis-
solved aluminium (Al,,) in natural waters has improved
substantially since the development of Al fluorimetric
method.

In the case of seawater, the vertical distribution of Al,,
in the water column strongly suggests the importance of
the planktonic activity on the removal of Al from the
oceanic system (MACKENZIE et al., 1978; CascHETTO and
WoLLasT, to be pubhshed) The behaviour of Al,, in
estuarine environments is still a matter of controversy
(Hosokawa et al.. 1970; Hypes and Liss, 1977).

To our knowledge, there are no data available on the
distribution of Al in the interstitial waters of marine sedi-
ments. However, to understand the geochemical cycle of
Al and processes involved in the early diagenesis of clay
minerals, it is necessary to know the concentration, distri-
bution, and mineral sinks and sources of Al,q in marine
sedimeants.

This brief contribution provides some preliminary

results from coastal marine sediments concerning these fac-

tors.

METHODOLOGY
General

Five cores were collected, two from the Mediterranean
Sea and three from the North Sca. The Mediterranean
cores 57-2 and 94 were obtained using a gravity corer
about 2.7 km offshore of Calvi (Corsica) at depths of 57
and 94m. The core sediments consist principally of
medium-grained. quartzo-feldspathic sand containing ac-
cessory biotite, calcareous tests, siliceous sponge spicules
and numerous remains of marine phanerogams. Cores 19
and 32 were taken in the Fladden Ground of the North
Sea (58°25'5"N. 00°02'0"E and 58°50'3”N, 00°41°'4"E) at
depths of 135 and 140 m by means of a box-corer during
cruise 54-6 of the Knorr ("FLEX" program). These sedi-
ments are medium-grained sands. Glacial pebbles are
recognizable in core 32. The third North Sea core was
collected by Belgian Navy divers about 1.8 km offshore
of the Belgian Coast at a depth of 10m (Station M1149).
It is characterized by a very fine. dark muddy sand. No
laminations are present in the five cores.

Core 57-2 was sliced immediately after collection on
board ship, and then stored in sealed polyethylene bags
for 3 hr at 10°C. The interstitial waters were extracted from
the sediments using a PVC “squeezer’ by pressure filtration
through a 045 um Millipore® filtsr under 3 bar of
nitrogen. Cores 19, 32. 94, and M 1149 were frozen immedi-
ately after collection. The interstitial waters of cores 19,
32 and 94 were later extracted following the above pro-
cedure. Waters from core M1149 however. were removed
from the sediments by centrifugation and subsequent filtra-
tion. In all cases. the pore waters were extracted at the
in situ temperatures of collection. Frozen cores were
thawed overnight at the in situ temperature before treat-
ment. :

Analytical procedures

Interstitial waters were analyzed for dissolved silica by
absorption spectrophotometry (Technicon Auto-Analyzer.
Methodology 186-72W) and for dissolved aluminium by
fluorescence spectrophotometry of the Al-lumogallion
complex (NISHIKAWA et al.. 1967; SHIGEMATSU et al.. 1970:
Hypes and Liss, 1976). using the method of Al increments.
In all the pore waters we analyzed. this Al incremental
calibration was able to prevent the problems involving in-
terferences owing to F. SO3i~, Fe and dissolved organic
matter as previously shown by Hypes and Liss (1976).
However, if sediments contain much organic matter, it
must be photo-oxidized (1000W u.v. Hanovia lamp) prior
to the Al,q analysis. as was done in the case of core M1149.

The practical detection limit of the Al-lumogallion
method was found to be 0.003 umols Al 17!, From five
mdependent analyses of a seawater containing 0.078 umole
Al 17!, we obtained an estimated standard deviation of
0.003 pumole Al 17

To determine the effect of storage on Al,, determina-
tions. a duplicate analysis of Al,, was performed on the
interstitial waters of core 37-2 after storage of the warters
for 10 days at 7°C (Fig. 2). After storage most of the wuter
samples exhibited a decrease in Al,, but the general shape
of the verticul concentration gradient of Al,, was main-
tained.

Hypes and Liss (1976) investigated variations in the
amount of Al,, detected by this fluorimetric method in
clay suspensions of various concentrations and in natural
waters which were filtered through diff2rent pore size mem-
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branes. They were able to show that dissolution of clay
material passing through the filters does not occur during
the analytical treatment of samples and that only very
small amounts of Al adsorbed on particles passing through
the filters are detected by this technique. They concluded
that this method is a very reliable measurement of the
dissolved aluminium species. Therefore, the Al,, concen-
trations presented in this paper represent total dissolved
aluminium or at least the total sum of reactive Al species
such as those involved in chemical reactions with alumino-
silicates.

Effect of freezing

To determine the effect of freezing on the analysis of
Al,, in sediment pore waters, two 25 cm cores composed
of homogeneous, grey. medium-grained, quartzose sand
coataining calcareous tests of molluscs (from 0 to 20 ¢cm),
and of campact, black mud (from 20 to 25cm) were col-
lected in an artificial lagoon on the Belgian Coast. The:
cores were taken within 30 cm of each other. From one,

of the cores. pore waters were extracted sooa after collec-

tion by pressure filtration, and then stored at 5°C prior’
to analysis of Al,, by the fluorimetric method. The second
core was sliced into 5 cm sections which were stored frozen
in sealed polyethylene bags for 4 days. After thawing over- E
night at the in sin: temperature of collection. the pore
waters were extracted from the sediments by pressure fil-
tration and stored at 5°C prior to Al,, analysis.

Figure la shows the Al,, concentrations obtained for
the pore waters extracted from these frozen and unfrozen
sediments. The data show that in this case freezing of sedi-
ments prior to analysis of the pore waters for Al results
in about a 13% decrease in the original Al,, concen-
trations. This conclusion is based on the assumption that
the pore waters of the frozen and unfrozen sediments had
the sume original Al,, concentrations at similar core
depths under in situ conditions.

Furthermore, the shape of the vertical concentration gra-
dient of Al,, in pore waters from both the frozen and un-
frozen sediments is very similar (Fig. la). Thus. it appears
that although sedimesnt freezing may affect Al,, concen-
trations in interstitial waters, the shape of the concen-
tration profile of Al,, may not be significantly altered by

freezing. Also, it appears that in these experimental cores. |

the absolute decrease in Al,, concentrations because of
freezing is linearly related to original Al,, concentrations
(Fig. 1b).

Freezing of extracted interstitial waters however, does
not seem to significantly affect Al, concentrations. Pore
waters were obtained by pressure filtration from a 32cm
core collected in the Mediterranean Sea. The waters before
and after freezing and thawing were analyzed for Al The
results (Table 1) show that differences in Al,, concen-
trations for waters at similar depths analyzed before and
after freezing and thawing are in the range of analytical
error.

In summary, although freezing of sediments before
extraction of pore waters does significantly reduce Al
concentrations, the effect is not large enough to invalidate
the conclusions drawn later in this paper.

RESULTS AND DISCUSSION

As has been reported for several other dissolved species,
the concentration of Al,, in the interstitial waters of sedi-
ments is considerably higher than in the overlying water
(Figs. 2-6). The concentration of Aly, in pore waters may
attain values 3-30 times its concentration in bottom
waters. :

Furthermore, the shape of the Al,, concentration gra-.
dients in interstitial waters near the sediment-water inter-
face implies a flux of Al,, from the sediments to the overly-'
ing water column. This flux may be responsible for the
relatively high Al,, values observed in deep seawater’

Table 1. Al,, concentration in interstitial waters

extracted from the sediments of a core collected in

the Mediterranean Sea (Corsica). Comparison

between the values measured before and after freez-
ing of the interstitial waters

=1

Aiaq (wmole §171)
Depth | 2efore treezing | After Ireezin s relative
Lcm) Change
=10 0.33 0.33 3
1C-20 2002 1.9 3
032 C.x0 0.33 3
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Duplicate analyses of Al,, (@) were achieved on stored
waters (see text).

(MACKENZIE et al., 1978; CASCHETTO and WOLLAST, to be
published).

The concentration of Al,, in the interstitial waters of
Mediteranean Sea sediments offshore of Corscia is greater
than in waters extracted [rom North Sea sediment cores.
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Notes

000, | pMIT M siog
0 12 pMitl A ag
80 85 pH
Depth
J""
.
»
:
;
{
!
q
\
\
LY
\
\
]
'
H
)
[ ]
\\
B
\
Bd
’,"pH
.
.
i
i
1
|
,
L]
'
|
1
1
| 5
)
i
1
3

Fig. 4. Vertical distribution of dissolved. silica (A), Al
(®) concentrations, and pH (®) in the interstitial waters
of core M1149 sediments (North Sea. Belgian Coast).

The concentration of Al,, in pore waters of core 94 from
the Mediterranean Sea (Fig. 3) shows a nearly constant
value of about | umole Al 17! at depths greater than
2.5 cm, whereas core 57-2 (Fig. 2) from the same area exhi-
bits distinct vertical variations in its Al,, content. This ver-
tical variation ranges from about 0.1 to 2.6 umole Al 1-'.
In contrast, the concentration of Al,, in pore waters from
North Sea sediments ranges from <0.1 to about 0.7 umole
Al 17! (Figs. 4-6).
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Fig. 5. Vertical distribution of dissolved silica (4) and Al
{®) concentrations. in the interstitial waters of core 19 sedi-
ments (North Sea. Fladden Ground).
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We compared the pore water results for Al,, with the
aluminium concentrations obtained by Hypes (1977) dur-
ing laboratory dissolution experiments of kaolinite, fireclay
and montmorillonite in seawater, After four months at
final pHs and H,SiO, concentrations of 7.35-8.1 and
43-207 umole 171, respectively, Hydes found Al,, concen-
tration values ranging from 0.1 to 0.3 umole Al 17!, In
one experiment with montmorillonite at pH of 7.35. the
Al,, concentration was only 0.05 umole Al I~'. This range
of Al,q concentrations is comparable to the range of con-
centrations observed in the North Sea sediment pore
waters. Therefore. it is possible that Al,, in these sediments
is controlled by reactions involving clay minerals. How-
ever, the Al,, concentrations in the pore waters of Mediter-
ranean sediments are one order of magnitude higher than
the experimental concentrations observed by Hydes.

. fon activity products (/4P) for aluminium hydroxides

were calculated for the interstitial waters and compared

with equilibrium constants (X) for mineral dissolution-pre-
cipitation reactions. No consistent relationship was found
to exist between [4Ps and equilibrium coastants. Indeed,
in the case of cores M!149 and 94, the concentration of
Aly in the interstitial waters of these sediments is 530
times less than that required for equilibrium with alu-
minium hydroxides at the observed pH values. Also. there
is no consistent /4P as one should expect if the concen-
tration of the dissolved species are controlled by an equi-
librium with clay minerals or other aluminosilicates.

The lack of any consistent relationship between [4Ps
and cquilibrium constants for minerals may be due to the
following reasons:

1. During early diagenesis dissolved silica in pore waters
attains a steady-state concentration rather than a true

chemical equilibrium concentration. The stationary value
resuits (rom the competition between the dissolution of
biogeneous amorphous silica and uptake of dissolved silica
by silicates (WoLLAST, 1974).

2. The mineral assemblage is extremely complex and
several alumino-silicates may compete in the release and
uptake of dissolved species.

3. As pointed out recently by LippmannN (1977), descrip-

_ tion of the aqueous equilibrium solubility of clay minerals

such as illite, moatmorillonite or interstratified inter-
mediate. requires the use of up to five partial solubility
products. Therefore. it is unlikely that these minerals form
in nature under equilibrium conditions.

. Acknowledgements—We are grateful to the Woods Hole

Oceanographic Institution and to Professor T. C. JouNsON

~ for inviting us on the 34-6 Knorr cruise. The Mediter-

ranean cores were collected on board of the RV Recteur
Dubuisson of the STARESO (Calvi).

We are indebted to Professor F. T. Macxenzie for his
critical revision of the manuscript. We thank Professor
J. W. Morsk for his suggestions in reviewing this paper.

Pore waters of core 37-2 were collected and measured
for Al in collaboration with Mr. M. STOFFYN. Mrs. N.
DenoUGe ensured analytical support with her usual effi-
ciency.

REFERENCES

~ CascHeTTO S. and WoLLasT R. to be published Vertical

distribution of dissolved aluminium in the Mediter-
ranean Sea. Mar. Chem.

Hosokawa 1., OsHiva F. and Konpo N. {1970) On the
concentrations of the dissolved chemical clements in the
estuary of the Chikugogawa River. J. Oceanogr. Soc. Jap.
26, 1-5.

Hypes J. D. (1977) Dissolved aluminium coacentration in
sea water. Nature 268, 136—-137.

Hvyoes J. D. and Liss P. S. (1976) Fluorimetric method
for the determination of low concentrations of dissolved
aluminium in natural waters. Analyst 101, 922-931.

Hypes J. D. and Liss P. S. (1977) The behaviour of dis-
soived aluminium in estuarine and coastal waters. Es.
Coastal Mar. Sci. §, 755-769.

Lipesany F. (1977) The solubility products of complex
minerals, mixed crystals, and thres-layer clay minerals.
Neues Jahrb. Mineralog. Abh. 130, 243-263. ,

Mackenzie F. T, STOFFYN M. and WoLLasT R. (1978) Alu-
mindum in seawater: control by biological activity.
Science 199, 630-682.

NisHiRawa Y., Hiraki K., MoRrISHIGE K. and SHIGEMATSU
T. (1967) Fluocrophotometric determination of alu-
minfum and gallium with lumogallion. Japan Analyst
16, 692-697.

SHIGEMATSU T.. NisHIKAWA Y.. Hiraki K. and Nacano
N. (1970) Fluorometric determination of trace amount
of aluminfum in natural water by lumogallion method:
masking of ferric iron with O-phenanthroline. Japan
Analyst 19, 351-535. v

WottasT R. (1974) The silica problem. In The sea, Vol. -
5 (ed. E. D. Goldberg). pp. 359-392. Wiley.






