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RESUME

Les cyanures libres sont connus pour leur forte toxicité. Cependant, les formes
complexées et les formes oxydées sont beaucoup moins toxiques. Les cyanures sont
utilisés par plusieurs industries (industrie miniére, industrie pharmaceutique, usines
d’électrolyse de I'aluminium) comme réactifs, ou bien ils sont générés lors des processus
industriels comme produits dérivés. Leur danger pour I’environnement résulte du fait
que ces industries les rejettent sous forme de résidus ou d’effluent. Plusieurs techniques
existent pour la détoxication des effluents contaminés aux cyanures, mais trés peu ont vu
le jour pour les résidus solides. L’atténuation naturelle, une technique de traitement
passive, suscite I'intérét de plusieurs industriels & cause de ses faibles colts et de sa
commodité vis-a-vis de I'environnement. Cette voie de traitement semble trés

prometteuse pour I’avenir.

Dans le but d’estimer le potentiel d’atténuation naturelle des cyanures contenus dans des
résidus miniers provenant d’usines de traitement du minerai d’or, le sort des cyanures a
été étudié. L’hypothése que les cyanures, dans les résidus miniers, sont présents sous des
formes stables ou sont sujets 4 des mécanismes de dégradation, va étre vérifiée. Les
objectifs visés par cette étude sont, dans un premier temps, I’identification et la
quantification des principaux facteurs influencant le devenir des cyanures dans les
résidus miniers, et dans un deuxiéme temps, 1'étude du potentiel d’atténuation naturelle
des cyanures par trois phénomenes que sont la dissolution, la biodégradation et la
volatilisation. Les phénoménes d’atténuation naturelle seront étudiés sur des échantillons
provenant de résidus frais entreposés depuis quelques mois et sur des échantillons de

vieux résidus entreposés depuis plus de 6 ans provenant de deux sites miniers situés au
Québec (Canada).
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Les facteurs influengant le devenir des cyanures ont été identifiés suite a une revue
critique de la littérature, et quantifiés grace a une caractérisation physico-chimique et
microbiologique approfondie. Les analyses physico-chimiques suivantes: teneur en
métaux lourds, analyse granulométrique, pH, teneur en eau, teneur en matiére organique,
capacité d’échange cationique et capacité tampon ont été effectuées sur les vieux résidus
et sur les résidus frais. Les concentrations en cyanures totaux (CNrt), cyanures
facilement dissociables (CNwap), cyanates (CNO") et thiocyanates (SCN’) ont été
mesurées dans la phase liquide des résidus, alors que les CNt et CNwap ont été analysés
dans la phase solide. La caractérisation microbiologique consistait en un dénombrement,
par la méthode des comptes viables, des hétérotrophes totaux (cultivés sur un milieu
complet non selectif), des micro-organismes tolérants aux cyanures (capable de croitre
dans un milieu complet additionné de cyanure de potassium), et enfin, des micro-
organismes dégradeurs de cyanures (obtenus par un milieu sélectif ol les cyanures

ajoutés constituaient la source unique de carbone).

Les résultats de cette caractérisation ont montré une évolution des propriétés physico-
chimiques et microbiologiques des résidus dans le temps. La concentration en CNr €tait
10 fois plus élevée et le pH plus basique dans les résidus frais. Des concentrations
€élevées en CNt, CNwap, CNO’, SCN  ont été mesurées dans la phase liquide des résidus
frais alors que ces espéces étaient non détectables dans les vieux résidus. La
caractérisation microbiologique a révélé la présence des micro-organismes hétérotrophes
totaux et tolérants aux cyanures dans les vieux résidus avec une moyenne de | x 10°
UFCl/g de résidu sec. Cependant, une absence totale de ces micro-organismes a été
observée dans les résidus frais. Par ailleurs, les micro-organismes dégradeurs étaient non

détectables dans les deux types de résidus soient, les résidus frais et les vieux résidus.

Suite 3 la caractérisation des résidus miniers échantillonnés, trois phénoménes

d’atténuation naturelle des cyanures, soient la dissolution, la biodégradation et la



volatilisation, ont été étudiés pour comprendre I'origine de la diminution de la

concentration des cyanures.

Les tests de lixiviation ont été réalisés afin de déterminer la fraction soluble des
cyanures et ainsi prédire leur potentiel de mobilisation dans I'environnement. Ces tests
ont été effectués en cuvée dans I'eau désionisée ainsi que dans une solution de NaOH
10% (p/v), en maintenant un rapport solide-liquide de 1:5. La totalité des cyanures €tant
solubilisée 3 un pH > 12, les pourcentages de solubilisation des CNy ont été calculés par
rapport aux concentrations déterminées lors de la lixiviation dans la solution de NaOH.
Les tests de lixiviation ont montré que les cyanures des résidus frais sont trés lixiviables
(68% de solubilisation aprés 48 h d’agitation) alors que les cyanures solubilisés a partir

des vieux résidus étaient non détectables (< 0,01 mg/l) aprés le méme temps d’agitation.

La biodégradation a été étudiée pour vérifier le potentiel des micro-organismes
indigénes des résidus A dégrader les cyanures. Dans un premier temps, le potentiel de
minéralisation des cyanures libres, ajoutés au résidu sous forme de K''CN, a été estimé
grice a des essais en microcosmes. Des concentrations de 0, 5 et 10 mg de CN' /kg non
radiomarqué ont été testées sur les différents échantillons. Dans un second temps, la
biodégradation des cyanures contenus initialement dans le résidu a été étudiée sur les
échantillons agés de 3 mois et de 6 ans. Cette étude a été effectuée en suivant, durant une
période de 96 jours, le formate, le formamide, I’ammoniaque (NHy*, NH;) et les CNy.
Les résultats des essais de minéralisation étaient trés concluants. IIs ont montré
I’existence de microflore indigéne capable de minéraliser les cyanures libres, et ce méme
d une concentration allant jusqu'a 10 mgkg. Des pourcentages maximums de
minéralisation variant entre 71,5 % et 100 % ont été observés sur tous les échantillons et
aux trois concentrations (0, 5 et 10 mg/kg). Cependant, le suivi de la biodégradation des
cyanures contenus initialement dans le résidu n’a révélé aucune réduction de la
concentration des CNt dans les vieux résidus (6 ans), alors qu’une légére tendance de

diminution, de celle-ci, a été observée dans les résidus frais (3 mois). L’absence de



biodégradation des cyanures dans les vieux résidus serait liée, en grande partie, a leur
forme complexe et difficilement biodégradable. Les formates et formamides n’ont été
détectés sur aucun type de résidus. L’ammoniac détecté sur certains échantillons serait
issu de réactions physico-chimiques puisqu’il a également été retrouvé dans les témoins

stériles, et ceci dans les mémes concentrations que dans les échantillons biotiques.

Enfin, les essais de volatilisation, réalisés dans le but de vérifier I'atténuation des
cyanures par volatilisation du HCN, consistaient & mettre les résidus frais et les vieux
résidus dans des réacteurs fermés munis de trappe de NaOH (0,5 N). La soude a été
utilisée pour sa capacité A absorber le HCN. Des échantillons de soude ont été prélevés
et analysés pour les CNy sur une période totalisant 8 semaines. Le principe de la
méthode de volatilisation a été validé par des tests préliminaires en contaminant
artificiellement le résidu avec des cyanures libres (1000 mg/l). Les essais de
volatilisation n’ont révélé aucune présence de HCN dans la soude. L’absence de
volatilisation dans les résidus frais serait due A leur pH basique, alors que dans les vieux

résidus elle serait attribuable 2 la forme stable et non volatile des cyanures.

En conclusion, il a été montré dans ce projet que les cyanures contenus dans les vieux
résidus étaient sous une forme stable, alors que ceux des résidus frais €taient plutot
lixiviables. Un potentiel élevé de minéralisation des cyanures en CO,, par la microflore
indigéne, a été observé sur les deux types de résidus miniers, montrant 1’existence du

phénomene de biodégradation pouvant mener 2 I’atténuation naturelle.
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ABSTRACT

Free cyanides are known for their toxicity. However, the complex and oxidized forms
are much less toxic. Cyanides are used by many industries (mining industry,
pharmaceutical industry, aluminum production plants...) as reactants, or else they are
generated from industrial processes as derived products. The hazard to the environment
comes from the cyanide contaminated solid wastes and waste waters discarded by these
industries. Many techniques for detoxification of cyanide-contaminated effluents exist,
but very few can be applied to solid residues. Natural attenuation which is a passive
treatment method is of great interest to industries because of the low costs involved and

its harmlessness to the environment. This treatment approach seems very promising.

The fate of cyanides has been studied in order to evaluate the natural attenuation
potential of cyanides contained in gold mine tailings. The hypothesis that cyanides in
mine tailings are present in stable forms, or can be degraded by several mechanisms will
be verified. The objectives of this study are firstly to identify and to quantify the main
factors influencing the cyanide behavior in mine tailings, and secondly to investigate the
natural attenuation potential of cyanides by three mechanisms which are dissolution,
biodegradation and volatilization. Natural attenuation is a phenomenon which evolves
over time. Therefore, this study investigates newly deposited tailings stored for only 3
months and 6 and 9 years old tailings collected from two gold extraction plant sites in
Quebec (Canada).

The factors influencing the cyanide behavior were identified from the literature review,
and were quantified by physicochemical and microbiological characterization. The old
and new tailings were analyzed for the following physicochemical parameters: heavy
metals, grain size, pH, moisture content, ignitable matter content, cation exchange
capacity and buffer capacity. The total cyanide (CNy), weak acid dissociable cyanide
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(CNwab), cyanates (CNO") and thiocyanates (SCN") concentrations were measured in
the liquid phase of tailings, while the CNt and CNwap were analyzed in the solid phase.
The microbiological characterization consisted of an enumeration of three kinds of
microbial population using the spread plate counting method. These populations are total
heterotrophs (cultured in general nonselective medium), cyanide resistant
microorganisms (able to grow in general medium supplemented with potassium cyanide)
and finally, cyanide degrading microorganisms (obtained by a selective medium where

cyanide added constitutes the sole source of carbon).

Characterization suggested a change over time of the physicochemical and
microbiological properties of tailings. The CNy concentration was ten times higher and
the pH more basic in the new tailings. High concentrations of CNt, CNwap, CNO', and
SCN" were measured in the liquid phase of the new tailings while these species were not
detectable in the old tailings. The microbiological characterization revealed the presence
of total heterotrophs and cyanide resistant microorganisms in the old tailings at an
average level of 1 x 10° CFU (colony-forming units)/g dry weight. However, no growth
of these microorganisms occurred in the new tailings. Moreover, the degrading

microorganisms were absent in both the new and old tailings.

After mine tailings characterization, three natural attenuation mechanisms were studied
in order to understand the decrease of cyanide concentration. These mechanisms were

dissolution, biodegradation and volatilization.

Leaching tests were conducted to evaluate the soluble cyanide fraction and to predict
their potential mobility in the environment. These tests were done in stirred batch
reactors using both deionized water and NaOH solution (10% wi/v) at a 1:5 solid-liquid
ratio. The cyanide measured at pH > 12 was considered to represent the concentration of
total cyanide, then their percent solubility were calculated with respect to the
concentration determined during the extraction in the NaOH solution. The leaching tests
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results showed high cyanide solubility in the new tailings of about 68% after 48 h batch
extraction, whereas cyanide was not detectable from the old tailings after the same

extraction time.

Biodegradation tests were carried out in two steps in order to verify the ability of
indigenous microorganisms to degrade cyanide. First, the free cyanide mineralization
potential was estimated by microcosms tests. The free cyanide was added to the samples
as K"CN. Unlabeled cyanide concentrations of 0, 5 and 10 mg/kg were tested in the
different samples. Second, the natural biodegradation of cyanide contained initially in
the tailings was studied in new and 6 years old tailings by monitoring formate,
formamide, ammonia (NH,*, NH;), and CNy. The mineralization tests results showed a
presence of indigenous microorganisms which can degrade free cyanide at
concentrations up to 10 mg/kg. A maximum mineralization percentage ranging from
71,5 to 100 % was observed on every sample and all three concentrations (0, 5 and 10
mg/kg). However, the natural biodegradation assay showed no decrease of CNr in the 6
years old tailings, whereas a slight decline occurred in the new tailings. The complex
form highly resistant to biodegradation could explain the absence of cyanide
biodegradation in old tailings. Formate and formamide species were never detected on
any sample. Ammonia was present in both abiotic and biotic samples at the same
concentration suggesting that this specie could be originate from physico-chemical
reactions.

Finally, the volatilization tests, studied in order to estimate the natural cyanide
attenuation through HCN volatilization, were conducted using sealed reactors containing
new and old tailings samples and a NaOH trap. Caustic soda, used for its capacity to
absorb HCN, was sampled and analyzed during 8 weeks. The principle of the
volatilization method was verified by preliminary experiment in which samples were
supplemented with free cyanide concentration (1000 mg/1). However, the volatilization

assay revealed no presence of cyanide in NaOH solution. The absence of volatilization
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may be due to the high pH of new tailings, whereas in old tailings it could be attributed
to the stable and no volatile form of cyanide.

In conclusion, this research has demonstrated that cyanide contained in old tailings were
in a stable form, whereas those in the new tailings were highly soluble. A potential of
cyanide mineralization by indigenous microorganisms into CO; was observed in all

samples. This suggests that biodegradation phenomena would be occurring in gold mine
tailings.
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INTRODUCTION

La gestion des sites contaminés par les cyanures est une préoccupation majeure des
industries concernées a cause de leur forte toxicité et du danger de contamination des
eaux souterraines et des eaux de surface. Les cyanures souvent rejetés dans
I’environnement doivent étre éliminés. A I’heure actuelle, des restrictions sur le rejet des
résidus solides et des effluents industriels tendent a réduire les quantités de cyanures

libérées dans l'environnement.

Le rejet des cyanures dans I'environnement résulte du fait que plusieurs industries les
utilisent dans divers processus industriels fondés sur leur grande réactivité et affinité
avec le produit cible. Les industries qui utilisent ou qui générent les cyanures sont
multiples. Parmi elles, figurent les industries miniéres, les usines de plaquage de métaux,
les industries pharmaceutiques, les usines d'électrolyse d’aluminium et les usines a gaz.
La consommation mondiale de cyanure (exprimée en équivalent de HCN) s’évalue entre
6 et 9,5 millions de tonnes par année (Libaude, 1994; Pesce, 1993). Les résidus issus
des industries miniéres et plus précisément ceux provenant de I’industrie aurifere font

I’objet de cette étude.

Les cyanures sont aussi produits naturellement par des végétaux et des micro-
organismes (Castric, 1981; Knowles, 1976). Plusieurs aliments contiennent des
glucosides cyanogéniques (péches, poires, amandes, abricots, etc.), tandis que des
micro-organismes tels que Chlorella wvulgaris, Linnaria stariata synthétisent la
cyanocobalamine appelée communément [a vitamine By, [Rog Co™ "CN’] (Howe, 1984).
La quantité de cyanures produite naturellement ne persiste pas dans |’environnement,

elle est vite dégradée a cause de sa faible concentration (Chatwin et al., 1988; Knowles,
1988).



11 existe de nombreuses méthodes de dépollution des cyanures essenticllement fondées
sur des procédés chimiques ou thermiques. Elles sont efficaces pour le traitement des
résidus solides et effluents liquides mais elies restent cofiteuses et parfois polluantes.
L’atténuation naturelle, une technique de traitement passive, suscite I’intérét de plusieurs
industriels & cause de ses faibles cofits et sa commodité vis a vis de I'environnement.

Cette voie de traitement semble trés prometteuse pour I’avenir.

Plusieurs auteurs ont étudié I'atténuation naturelle des cyanures dans les effluents et
dans le sol (Chatwin et Hendrix, 1988; Gonen et al., 1996; RRCC, 1987; Schmidt et al.,
1981; Smith, 1988). Egalement, plusieurs études d’atténuation naturetle des cyanures ont
été faites dans des résidus miniers provenant d’usines d’extraction d’or (Smith et
Struhsacker, 1987; Smith et Mudder, 1991; Church et Boyle, 1990). Ces édes basées
généralement sur le suivi des concentrations des cyanures dans le temps n’ont,
cependant, jamais ét€ appuyées par des expériences. Les phénoménes potentiels de
dégradation naturelle des cyanures dans un résidu ou dans un sol sont : la volatilisation,
la précipitation, Padsorption sur des minéraux, 1’oxydation chimique, |'hydrolyse
chimique, la solubilisation/transport et la biodégradation. Des études portant sur ces
phénomeénes ont été réalisées séparément : étude de la mobilité des cyanures et des
ferrocyanures (Alesii et Fuller, 1976; Meeussen et al., 1995; Meeussen et al., 1994),
tests d’adsorption (Lee et al., 1998; Theis et West, 1986) et tests de volatilisation
(Chatwin et Trepanowski, 1987; Mihaylov et Hendrix, 1994). Egalement, plusieurs
études sur la biodégradation aérobie et anaérobie des cyanures ont été réalisées
(Chapatwala et al., 1998; Dumestre et al., 1997b; Finnegan et al, 1991; Harris et
Knowles, 1983; Ingvorsen et al., 1991; Meyers et al., 1991). Ces études, effectués avec
des souches pures, ont été généralement faites A des fins de traitement et non pas dans le
but d’étudier I’atténuation natureile. De plus, les expériences de biodégradation et de
volatilisation ont été effectuées le plus souvent dans des milieux liquides ou dans des
boues, et rarement dans un solide. Kjeldsen (1999) mentionne que la plupart des études

d’atténuation naturelle des cyanures i ce jour ont été réalisées dans des systémes purs. i



recommande par ailleurs 1'accomplissement d’études orientées vers la biodégradation

naturelle dans les sols et les eaux souterraines des sites contaminés.

Dans le présent travail, le potentiel d’atténuation des cyanures contenus dans le résidu
minier va étre étudié tel qu'il a été échantillonné, c’est-3-dire en modifiant le moins
possible ses caractéristiques. Le but de cette étude est donc I'étude du potentiel
d’atténuation naturelle des cyanures dans un résidu minier issu du procédé CIP/CIL
d'extraction d'or. Ce travail va permettre de réaliser une évaluation quantitative du
potentiel d’atténuation naturelle des cyanures dans les résidus miniers propres aux sites
étudiés. Les phénomeénes d’atténuation naturelle seront étudiés sur des échantillons
provenant de résidus frais eiltreposés depuis quelques mois et sur des échantillons de
vieux résidus mis en décharge depuis plus de 6 ans. L’identité des sites miniers ne peut
étre divulguée par souci de confidentialité. Les mécanismes qui feront I’objet de cette
étude sont la volatilisation, la solubilisation et la biodégradation.

L’approche proposée dans ce projet permettra d’éviter des traitements actifs et coliteux
des cyanures dans le cas ol les conditions d’atténuation naturelle existent. Les résultats
de cette étude intéresseront particulierement 1’industrie miniére lors de la fermeture des
parcs. Cependant, les résultats pourront €galement servir 3 mieux comprendre les
mécanismes qui affectent le devenir des cyanures dans un résidu minier, et

éventuellement dans des sols.

Ce mémoire comprend 5 chapitres. Le premier chapitre qui renferme la revue de
littérature présentera succinctement les sources de cyanures dans 1’environnement, la
chimie des cyanures, la toxicité des cyanures et les mécanismes naturels d’atténuation
des cyanures. La conclusion sur ces mécanismes et le choix des trois phénomeénes qui

seront étudiés dans ce mémoire ainsi que "hypothése et I’objectif de recherche seront
présentés i la fin de ce chapitre.



Le deuxiéme chapitre traite de la caractérisation approfondie des résidus miniers. Aprés
un résumé de I'étape d’échantillonnage, les paramétres essentiels qui régissent
I’atténuation des cyanures vont étre quantifiés dans la caractérisation physico-chimique.
La concentration initiale des cyanures dans les échantillons de résidu ainsi que leur
spéciation seront présentées dans la caractérisation chimique. Enfin, la caractérisation
microbiologique discutera des dénombrements des hétérotrophes totaux, des micro-
organismes tolérants (capables de résister aux cyanures) et des micro-organismes

dégradeurs (micro-organismes capables de croitre sur les cyanures comme source unique
de carbone).

Aux chapitres 3, 4 et 5 I’étude de trois phénoménes d’atténuation naturelle des cyanures
sera abordée. La solubilisation des cyanures contenus initialement dans le résidu sera
présentée au chapitre 3. Au chapitre 4, les essais de biodégradation étudieront dans un
premier temps, la capacité de la microflore indigéne A dégrader des cyanures libres
ajoutés au résidu par des tests de minéralisation, et dans un second temps, la
biodégradation naturelle des cyanures contenus initialement dans le résidu. Enfin, dans
le chapitre 5 le test de volatilisation des cyanures sera présenté. Finalement, la
conclusion générale émergeant de ce projet ainsi que les recommandations seront

apportées  la fin de ce mémoire.



CHAPITRE 1

1 REVUE DE LITTERATURE

1.1 Les sources des cyanures dans ’environnement

Pour comprendre la problématique des cyanures, il est important de connaitre leur
origine dans 1’environnement. La présence des cyanures dans I’environnement est reliée
a D'activité humaine et a la production naturelle. Plusieurs industries utilisent les
cyanures comme réactif dans les procédés qui se retrouvent en fin de chaine dans les
résidus. C'est le cas des mines d'extraction d’or ou d’argent, des usines de plaquage de

métaux, des industries pharmaceutiques, des laboratoires d’analyse, etc.

D’autres industries n’utilisent pas les cyanures comme réactifs, mais ils sont plutdt
générés lors du déroulement du procédé comme produits dérivés. Lis se retrouvent de la
méme fagon que dans le premier cas dans les rejets industriels. Parmi ces industries
figurent les usines A gaz, les usines d’électrolyse de I'aluminium et les usines de
fabrication de certaines peintures (Dumestre, 1995).

1.1.1 Production anthropique des cyanures

1.1.1.1 Utilisation des cyanures dans l'industrie aurifére

Au XIV® siécle, I'extraction de l'or se faisait par le mercure, procédé appelé
«amalgamation», mais son utilisation a diminué depuis I'introduction des cyanures en
1889 a cause de leur grande affinité pour I'or. Le principe de la cyanuration consiste 2

mélanger le minerai broyé avec une solution alcaline de cyanure de sodium. Le cyanure



dissout 1’or et le maintient en solution sous forme d’un sel complexe soluble, ensuite
cette solution est séparée du solide par filtration et I’or est récupéré (Libaude, 1994).

Trois types de processus d’extraction de I'or par les cyanures ont vu le jour : le procédé

Merill Crowe, le procédé Zadra et la cyanuration en tas.

LLLL1 Procédé Merill Crowe (Libaude, 1994)

Aprés concassage, le minerai mélangé a de I'eau est broyé i une dimension de 1'ordre de
0,1 mm dans des broyeurs cylindriques horizontaux remplis d’une charge de barres ou
de boulets en acier. La «pulpe» ainsi préparée traverse une série de qualtre a huit cuves
dans lesquelles la réaction de dissolution a lieu aprés que la concentration en cyanure de
sodium eut été ajustée aux environs de 0,5 g/l. L’addition de chaux maintient |’alcalinité
du milieu & un pH de 10 3 11; cela permet de maintenir le cyanure en solution, tout en
évitant la formation de gaz cyanhydrique. Le temps de séjour moyen de la pulpe
cyanurée dans les cuves varie de douze A quarante heures. L’attaque chimique
consomme de 0,2 & 1 kg de cyanure de sodium par tonne de minerai. La séparation de la
solution aurifére du solide, devenu stérile, s’opére par filtration ou par décantations
successives A contre-courant. La solution, d’abord clarifiée par des filtres, traverse une
tour & vide pour éliminer I’oxygéne dissous, qui entraverait le dépdt de I'or en oxydant
la surface du zinc. La poudre de zinc ajoutée i la solution précipite ensuite I’or et forme
un «cément», 2 son tour séparé par filtration. La fusion du cément fournit des lingots
contenants de 50 2 80% d’or.

Le mécanisme global de la cyanuration de I'or est décrit par la réaction d’Elsner. Elle
met en évidence la nécessaire présence d’oxygéne pour former un complexe auro-
cyanure :



4 Au + 8 NaCN + O; + 2H,0 - 4 Na[Au(CN}),] +4 NaOH

complexe soluble

La récupération de I’or dans le procédé Merill-Crowe se fait a 'aide du zinc qui

remplace I’or pour former un nouvel ion complexe suivant la réaction globale :

2Na[Au(CN)2] +Zn — Na;Zn(CN);+ 2Au

1.1.1.1.2 Procédé Zadra (Libaude, 1994)

Les premitres étapes de concassage et de préparation de la pulpe cyanurée sont
identiques & celles du procédé Merill Crowe et c’est uniquement la méthode de
récupération de I'or qui différe. La nouvelle technique de récupération de I'or en
solution CIP (Carbon in Pulp) a été inaugurée & 'usine Homestake aux Etats-Unis en
1973. Les matiéres carbonées possédent la propriété d’adsorber i leur surface le sel
complexe auro-cyanure en solution. Des grains de charbon actif sont donc mélangés a la
pulpe cyanurée. L’or adsorbé sur le charbon est extrait 2 I’aide d’une solution de 1% de
soude et de 0,1% de cyanure de sodium chauffée entre 90 et 100 °C. L’or passe en
solution et se dépose sur les cathodes en laine d’acier d’une cellule d’électrolyse. La
fusion de ces cathodes en présence de silice, borax et nitrate de sodium, qui forme une
scorie avec le fer, permet de couler I’or en lingot. Cette méthode d’extraction, nommée
Zadra du nom de son inventeur, est utilisée par la quasi-totalité¢ des usines de
cyanuration construites ces quinze demiéres années. Une variante du procédé CIP est
connue sous le non de CIL (Carbon in Leach) ol le charbon actif est ajouté i la pulpe de
minerai en méme temps que le cyanure. Plus puissant, le charbon actif adsorbe
préférentiellement I’or et empéche les minéraux carbonés de ré-associer I’or  la gangue.
Au niveau mondial, les procédés CIP/CIL (Carbon in Pulp/Carbon in Leach) et Merill-
Crowe se partagent en parts 3 peu prés égales.



Une fois "or extrait et récupéré, les cyanures libres et les cyanures complexés tels que
les cyanures de cuivre, de zinc, de fer et d’autres métaux extraits du minerai restent dans
la solution qui a servi pour I'extraction de I’or. Cette solution ainsi que le minerai d’ou
I'or a été extrait sont rejetés dans des parcs sous forme d’effluent et de résidu

contaminés aux cyanures qui causent un probléme majeur de toxicité.

Les résidus cyanurés issus du procédé CIP/CIL font I’objet de ce projet de mattrise.

1.1.1.1.3 La cyanuration en tas

Dans ce procédé, le minerai concassé est disposé en tas sur une aire imperméabilisée par
une couche d’argile ou des feuilles de plastique soudées. Ensuite, il est arrosé par une
solution de cyanure. L’or ainsi dissous est récupéré dans un bassin, puis envoyé et piégé
dans des colonnes gamies de charbon actif. La cyanuration en tas est adaptée au

traitement des minerais superficiels et intensément oxydés des régions tropicales.

1.1.1.2 Utilisation des cyanures dans I’industrie de plaquage de métaux

Le plus grand pourcentage de rejets cyanurés dans I'environnement provient des
procédés de trempe, de finissage et de plaquage des métaux. Toutes les industries qui
utilisent des métaux comme produits finaux ont affaire a des problémes de résidus

contenant des cyanures.

Ces déchets proviennent du fait que les métaux doivent étre débarrassés des substances
étrangéres indésirables présentes sur leur surface par un procédé de décapage avant
d’étre plaqués. Le cyanure de sodium est souvent utilisé dans cette étape. Le procédé de
plaquage utilise une cellule d’électrolyse dans laquelle la cathode est constituée du métal



i plaquer, et dont les électrolytes sont des complexes cyanurés de cuivre, de cadmium,

de zinc ou d’argent (Dumestre, 1995).

1.1.1.3 Utilisation des cyanures dans U'industrie de I’aluminium

La production de I’aluminium se fait par électrolyse de I’alumine en sel fondu dans des
cellules constituées d’un caisson en acier renforcé. Ce caisson est revétu au fond et sur
les cOtés de briques réfractaires et isolantes, sur lesquelles viennent se déposer les
cathodes en carbone précuit. Des barres métalliques en acier transportent le courant 4 ces
cathodes. La durée de vie d’une cathode est en moyenne de 6 ans. Lorsque celle-ci est
vieille, 'azote commence alors a diffuser dans les cathodes pour générer des cyanures
de sodium et des nitrures. Lors du débrasquage (démolition de la vieille cathode), les
brasques se retrouvent généralement contaminées par les fluorures et les cyanures.
Malgré une production mondiale qui reste faible, les brasques représentent une source de

cyanures toxiques (Dumestre, 1995).
1.1.2 Production naturelle des cyanures

En plus de la production anthropique des cyanures, certains organismes vivants ont la
capacité de produire I’acide cyanhydrique (HCN). Parmi eux, figurent de nombreuses
plantes supérieures et un certains nombres de micro-organismes (bactéries,

champignons, algues).

1.1.2.1 Les plantes cyanogéniques

Plus de 800 espéces de plantes sont capables de synthétiser des composés cyanogéniques
en libérant de I’acide cyanhydrique (cyanogéndse). Ces espéces renferment entre 70 et

80 familles, incluant le cassava (plante tropicale avec des fleurs vert-jaune connue aussi
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sous le nom de manioc, pouvant atteindre jusqu’a 2.4 m de long), le sorghum (originaire
d’Afrique et d’Asie ot il a été cultivé depuis plusieurs si¢cles et dont les graines sont
comestibles), 1’alfalfa (originaire d’Asie, introduit en Amérique du nord par les
espagnols, cultivé principalement aux Etats-Unis), et enfin les péches, les amandes et les
haricots. Lorsque le cassava est consommé comme nourriture de base, il est équivalent a
la moitié de la dose létale. C’est probablement la raison de la fréquence des maladies

neurologiques dans les régions ol il est fortement consommé (Knowles, 1976).

Chez les végétaux, les cyanures se trouvent généralement sous forme de glucosides
divers et non pas sous la forme libre. La libération du HCN par les glucosides
cyanogéniques se produit en deux étapes. La glucosidase (EC 3.3.1.21, B-D-glucose
glucohydrolase) agit pour enlever le glucose et donner lieu a un aglycone. Ensuite,
I’oxynitrilase décompose ce dernier pour libérer le HCN :

R\ /0gicose goccidae N /0

—_— C + glucose
R,/ (‘\Cﬂ Rz/ \CE\T
aglycone

Glucoside oxynitralase
cyanogénique

R|\ _
g, =0 + HCN

Figure L1 Production de cyanures par les glucosides cyanogéniques des plantes
(Knowles, 1976).



Il

1.1.2.2 Les micro-organismes cyanogéniques

La formation de I'acide cyanhydrique par les micro-organismes a été démontrée la
premiére fois par von Losecke en 1871 lorsque qu’il a observé cette molécule chez le
champignon Marasmius oreades. D’autres chercheurs ont montré que plusieurs
champignons produisent la B-glucoside responsable de nombreuses maladies, comme la
maladie de la luzeme, provoquée par un champignon, désigné sous le nom de
«moisissure des neiges», qui se développe I'hiver sous le couvert neigeux (Dumestre,
1995).

D’autres études ont été menées pour détecter les especes bactériennes cyanogéniques
(Knowles et Bunch, 1986). Elles ont montré que Chromatobacterium violacium,
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens et quelques autres espéces de
Pseudomonas étaient cyanogéniques (Freeman et al, 1975). Des techniques
radiochimiques avec marquage du carbone ont montré que le HCN et le CO; se forment
chez C. violacium par décarboxylation oxydative de la glycine comme le montre la
réaction suivante (Bunch et Knowles, 1982; Michaels et Corpe, 1965) :

NH;-*CH»COOH —>» —> H*CN+°CO,+4[H]
glycine

1.2 La chimie des cyanures
1.2.1 Propriétés physico-chimiques
Les cyanures rassemblent une famille de composés, dont les plus réactifs et, de ce fait,

les plus toxiques sont les cyanures libres, représentés par I’acide cyanhydrique HCN et
I'ion CN'. L’acide cyanhydrique, ou acide Prussique, a été retiré du bleu de Prusse pour
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la premiére fois par le chimiste suédois Scheele en 1786. En 1815, Gay-Lussac établit sa
composition en préparant de I'HCN semi-pur, et le nomme acide cyanhydrique. 0

propose également le nom de cyanogéne pour le radical CN (Brun, 1925).

L’acide cyanhydrique et I’ion CN forment un couple acide/base (pK, = 9,2 & 25 °C)
selon I’équation (1.1).

HCN = CN+ H' (L.1)

Cette équation dépend fortement du pH comme le montre la figure 1.2. Les solutions
acides favorisent la présence du HCN. A pH 7, essentiellement tous les cyanures libres
sont présents sous cette forme, alors qu'a pH 9,2 les concentrations du HCN et du CN°
sont égales. L’acide cyanhydrique est trés soluble dans les solvants organiques comme
I'éthyl-éther et I’éthyl-alcool & 95%. 11 se solidifie & une température de —13,8 °C. Le
processus de vaporisation est endothermique, 1'énergie de vaporisation est de 6,027
cal/mol et la chaleur de fusion est de 2,009 cal/mol (Perry et Green, 1997).

En solution, le HCN peut se retrouver en équilibre avec le HCN gazeux. Dans la
majorité des cas, il a tendance 2 se volatiliser, et cela est dii a son faible point
d’ébullition (25 °C) et 4 sa grande pression de vapeur (100 Kpa). Dodge et Zabon (1952)
ont montré que la volatilisation du HCN dépendait du pH, de la température, et de la
concentration. IIs ont observé que seules les molécules des cyanures d’hydrogéne
pouvaient se volatiliser et que le taux de volatilisation dépendait de la constante de
Henry (Ky du HCN égale 4 9,68 mol/atm litre 4 25 °C).
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Figure 1.2 Equilibre entre les formes cyanurées moléculaires (HCN) et ioniques (CN')
en solution en fonction du pH (Smith et Mudder, 1991).

1.2.2 Structure des molécules HCN et CN’

La molécule d’acide cyanhydrique est constituée d’un atome de carbene, d’un atome
d’azote et d’un atome d'hydiogéne (H-C=N). L’atome de carbone central et 'atome
d’azote sont dans un état d’hybridation sp (hybridation diagonale). La liaison ¢ est
formée entre les atomes C et N ainsi que C et H par recouvrement axial des orbitales
atomiques. Deux liaisons =, et 7ty sont présentes par le recouvrement latéral (voir figure
1.3). Les électrons msont plus mobiles et plus polarisables que les électrons &
(Dumestre, 1995).
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Figure 1.3 Structure de la molécule HCN (Théorie de 1'Hybridation).

La structure de I'ion cyanure CN" ressemble a celle de la molécule HCN sauf qu’une
charge négative est associée 2 I'atome de carbone par rupture de la liaison entre

I’hydrogene et le carbone (figure 1.4).

Figure 1.4 Structure de I'ion CN" (Théorie de I'Hybridation).

1.2.3 Les différentes formes de cyanures

Les cyanures sont trés réactifs et possédent des propriéiés physico-chimiques trés
variées : volatilisation du HCN, réactivité avec les oxydants et complexation de CN°
avec les ions de transition. Les complexes metal-cyanure sont produits par la réaction
des cyanures avec une grande variété de minéraux : oxydes, carbonates, silicates et

sulfures de zinc, de cuivre, de nickel et de fer.
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1.2.3.1 Les cyanures simples

Les cyanures simples sont représentés par la formule A (CN)y, o A est un cation alcalin
(K*, Na’, Ca™,..) ou bien un métal de transition (Zn, Cd, Cu, Ni, Ag) et x la valence de
A qui représente le nombre du groupe CN présent dans la molécule. Les cyanures
simples sont €lectriquement neutres. Ces composés, et particuliérement les cyanures
alcalins sont complétement solubilisés en solution et donnent lieu a des ions cyanures

suivant la réaction (1.2).
A (CN), (—)Aﬂ +xCN (1.2)

La solubilité est influencée par le pH et la température (Huiatt er al, 1982).
Contrairement aux cyanures alcalins, les cyanures des métaux de transition sont trés peu

solubles, certains sont méme insolubles dans des acides forts.

Plusieurs composés ont un effet sur les cyanures simples. Ainsi, I’oxygéne a chaud
transforme les cyanures simples en cyanates, les acides lib&rent I’acide cyanhydrique des
sels de cyanure, et enfin, I’acide nitrique les transforme en nitrates en libérant I’azote et

en oxydant le carbone en gaz carbonique (Brun, 1925).

1.2.3.2 Les cyanures complexés

Cette forme de cyanure est un complexe alcalin-métal cyanures qui est généralement
représenté par la formule Ay M(CN),, ol A est un alcalin, y le nombre d’alcalins, M le
métal (Fe**, Fe™*, Cd, Cu, Zn, Ni, ...) et x le nombre de groupes de CN. La dissolution
d’'un complexe métallique cyanuré ne libére pas d’ions CN, comme les cyanures
simples; le métal de transition et les cyanures restent combinés ensemble sous la forme

d’un anion complexe comme le montre 1’équation suivante :
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KsFe(CN)s & 3K + Fe(CN)¢ (1.3)

Le niveau de dissociation de I'anion complexe varie en fonction du cation métallique
central du complexe, du pH et du potentiel redox. Au tableau 1.1, quelques constantes de
stabilité des complexes cyanurés métalliques sont indiquées. La valeur de la constante de
stabilité est d’autant plus grande que le complexe est plus stable. Par exemple pour la

formation du complexe ferrocyanure (Fe(CN)s") selon I’équation suivante (Kyle, 1997):
Fe** +6CN" & Fe(CN)s* (1.4)

la constante de stabilité K égale :

Tableau 1.1 Constantes de stabilité des complexes cyanurés métalliques (Kyle, 1997;
Smith et Mudder, 1991)

Formule Constante de stabilité
Au(CN)y 1x 10
Fe(CN)s™ 1x 10"
Co(CN)s~ 1x10°
Fe(CN)s - 1x 10"
Hg(CN)~ 1x 107
Cu(CN)s~ 5x 10
Ni(CN)s* 1x10°
Zn(CN)~ 1x 107
Cd(CN)4~ 1x 107
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Les complexes du zinc et du cadmium sont relativement instables. Ils se dissocient en
CN et en métal, et sont appelés "complexes métalliques cyanurés facilement
dissociables” (Weak Acid Dissociable (CNwap)). Une catégorie intermédiaire nommeée
"complexes partiellement dissociables” (Moderately Strong Complexes) est composée
par les complexes du cuivre, du nickel et de I'argent. Les autres complexes fer-cyanures,
or-cyanures et cobalt-cyanures sont trés stables d’ol I'appellation "complexes forts”
(Strong Acid Dissociable (CNsap)) (voir tablean 1.2). Les méthodes d’analyse de ces
complexes sont détaillées au chapitre 2, paragraphe 2.3.1.2.

Deux facteurs influencent le taux de dissociation des complexes forts & une température
donnée : le pH et la concentration de 'ion complexé (Broderius, 1973). En générai, le
taux de dissociation augmente avec la diminution du pH ou la diminution totale de {a
concentration des cyanures. Broderius (1973) a étudié la formation et la dissociation des
complexes Ni(CN)42’, Fe(CN)s* et Fe(CN)¢™ ainsi que le temps nécessaire pour atteindre
I’équilibre dans un systéme fermé. [l a remarqué qu’a pH acide, le pourcentage de
cyanures libres est élevé et décroit lorsque le pH devient neutre ou alcalin. D’autres
facteurs susceptibles de dissocier ces complexes sont les acides forts et les ultraviolets

particuliérement pour les complexes forts (Rader ef al., 1995; Yong, 1998).

Un autre aspect de la chimie des complexes métalliques cyanurés est la formation de
précipités insolubles de cyanures métalliques doubles comme le bleu de Prusse (Fe,
[Fe(CN)¢ls), ou d’autres précipités de ferrocyanures avec des métaux de transition.
Cependant, ces précipités ne sont pas stables a pH faiblement alcalin et sont susceptibles
de se solubiliser (Meeussen et al., 1992b; Meeussen et al., 1994).

Une classification proposée par Scott et Ingles (1987) est présentée au tableau 1.2. Elle

résume toutes les formes de complexes cyanurés, discutées ci-dessus, et leur appellation.
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Tableau 1.2 Classification des composés cyanurés (d’aprés Scott et Ingles, 1987)

Classification Composés
1. Cyanures libres CN’, HCN
2. Cyanures simples
Complétement solubles NaCN, KCN, Ca(CN),, Hg(CN),
Relativement insolubles Zn(CN),, Cd(CN),, Cu(CN), Ni(CN),,
Ag(CN), Au(CN) ,

3.Complexes facilement dissociables Za(CN),* Cd(CN)3", CA(CN),*,

(CNwap) ,
4. Complexes partiellement dissociables Cu(CN)’», Cu(CN)3", Ni(CN);~, Ag(CN)y’
5. Complexes forts (CNsap) Fe(CN)s™, Co(CN)s", Au(CN), Fe(CN)s™

1.2.3.3 Les thiocyanates (SCN')

Les thiocyanates sont le produit de la réaction des cyanures avec le soufre. Les
thiocyanates forment avec le HSCN un couple acide/base dont le pK, est voisin de 1.

Ainsi, & pH supérieur 2 [ c’est la forme SCN” qui domine.

L'ion thiocyanate a un comportement similaire 3 l'ion cyanure. I est classé
chimiquement dans la catégorie des pseudohalogénes et il a les mémes propriétés que les
chlorures, les bromures et les iodures. II peut former des sels ioniques insolubles avec
argent, le mercure et le zinc. Les thiocyanates peuvent étre dégradés chimiquement ou
biologiquement en produits métaboliques tels que I'ammoniaque, les carbonates et les
sulfates (Paruchuri, 1990).
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1.2.3.4 Les cyanates (CNCO')

De nombreux oxydants tels que le chlore, I’ion hypochlorite, I’ozone, I'oxygéne et le
peroxyde d’hydrogéne convertissent les cyanures en cyanates. Ces réactions constituent
la base des traitements chimiques conventionnels de dépollution des cyanures. Les
cyanates ne sont pas stables : sous I’action d’oxydants résiduels ou en milieu acide, ils se

transforment en dioxyde de carbone et en ammoniac.

Les cyanates et les thiocyanates comptent parmi les plus importants produits résultants
des réactions d’oxydation et de biodégradation des cyanures.

1.3 Toxicité des cyanures

1.3.1 Toxicité des cyanures libres

La toxicité de I'acide cyanhydrique est liée A D'inhibition de plusieurs enzymes
constituées de protéines hémiques, dont la cytochrome oxydase, ou des oxydases qui
contiennent un métal. Les cytochromes sont des transporteurs d'électrons qui utilisent
des atomes de fer pour le transfert de ces demiers dans des réactions réversibles
d’oxydoréduction. Une grande partie de I’ ATP produit en aérobiose a lieu dans la chaine
de transport des électrons (Prescott et al., 1995). Généralement, & des concentrations
égales ou inférieures 2 10™ M, les cyanures inhibent la cytochrome oxydase par liaison
d’ions CN" avec le fer des chaines porphyriques et le blocage des réactions
d’oxydoréduction. Iis ont un effet moindre sur les autres enzymes dont I’inhibition

nécessite des teneurs en cyanures comprises entre 10 et 102 M (Knowles, 1976).
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1.3.1.1 Toxicité chez les micro-organismes

Les micro-organismes parviennent a croitre en présence des cyanures malgré leur
toxicité et leur inhibition métabolique. Pour se protéger de cette toxicité, les micro-
organismes induisent des enzymes de dégradation et de détoxication ou bien ils
développent des enzymes de résistance aux cyanures. Le développement des enzymes
résistantes aux cyanures implique le développement de systémes respiratoires alternatifs

capables de tolérer les cyanures.

Il existe de nombreux travaux concernant les effets des cyanures sur les mitochondries,
les extraits cellulaires et sur la respiration de micro-organismes. Des "oxydases
alternatives” résistantes aux cyanures, qui ne sont pas des cytochromes, ont été trouvées
chez des micro-organismes eucaryotes variés (Henry et Nyns, 1975). De telles oxydases
peuvent étre induites par une modification des conditions de croissance, ou par la
formation de mutants. Elles sont synthétisées pour contrebalancer une diminution des
teneurs en cytochromes oxydase ou en d’autres composantes respiratoires. Des systémes
respiratoires complémentaires ayant apparemment une sensibilité moindre vis-a-vis des
cyanures interviennent également chez les bactéries (Ackrell et Jones, 1971; Jones et
Redfeamn, 1967; Weston et al., 1974).

1.3.1.1.1 Les "oxydases alternatives" des eucaryotes

Les systémes respiratoires résistants aux cyanures se trouvent sur la membrane interne
des mitochondries chez les eucaryotes. Lorsque ces systémes sont actifs, les électrons
divergent du systéme de transport d’électrons habituel sensible aux cyanures au niveau
du groupe ubiquinone (Umbach et Siedow, 1993). Ainsi, aulicu de poursuivre le
cheminement habituel vers le cytochrome ¢ (Cyt ¢), oxydase terminale, ol les cyanures
bloquent le transport d’électrons entre Cyt a et 'O (figure 1.5), le flux d’électrons est



orienté vers des "oxydases alternatives” qui catalysent la réduction de I'oxygene

moléculaire en eau.

Figure 1.5 Transport d’électrons vers 1'accepteur final (O;) par les cytochromes

oxydases dans 1a membrane interne de la mitochondrie (tiré de Prescott et al., 1995).

1.3.1.1.2 Les systémes respiratoires résistants des bactéries

La tolérance des concentrations de cyanures inhibitrices de la respiration n’est pas
restreinte uniquement aux eucaryotes. Cette tolérance a aussi été observée chez une
grande variéié de procaryotes. Les systémes respiratoires bactériens présentent souvent
des similitudes avec ceux des mitochondries (organismes eucaryotes). IIs sont
membranaires et maintiennent une conservation de I'énergie en couplant les réactions
rédox de la chaine respiratoire avec la synthése d’ATP. Une des caractéristiques
majeures des systémes bactériens semble étre la grande variété de supports rédox qui
peuvent avoir une fonction oxydante. Une combinaison de plus de quatre supports rédox
terminaux n’est pas un phénomeéne rare dans les membranes bactériennes. Une des

conséquences de cette pluralité des oxydases terminales et de leur présence simultanée



est le développement de voies alternatives pour les flux d’électroas, et une diminution de

leur sensibilité relative aux inhibiteurs respiratoires tels que les cyanures (Henry, 1981).

La bactérie Achromobacter isolée du sol par Arima et Oka (1965) induit un autre
cytochrome oxydase lorsqu’elle se trouve en présence d’aération réduite. Une situation
similaire a été observée lorsque la croissance se déroule en présence de ImM de
cyanures. Les auteurs ont conclu que le cytochrome d est 1’oxydase résistante capable de
faire transiter les électrons jusqu’a I'oxygéne, méme en présence de concentrations
importantes de cyanures, alors que les cytochromes a, et o sont sensibles aux cyanures
(figure 1.6).

Nzt

» (O, = voie résistante

\ . / aux cyanures (cyt.d)

Figure 1.6 Représentation schématique de la chaine de cytochromes d’ Achromobacter
développée en présence de ImM de KCN (Arima et Oka, 1965).

En conclusion, Iimportance métabolique des oxydases alternatives semble
significativement différente entre les procaryotes et les eucaryotes. Chez les bactéries,
ces oxydases interviennent fréquemment dans un but de protection des fonctions propres
des cytochromes oxydases. En revanche chez les végétaux, les oxydases alternatives

coexistent souvent avec un cytochrome 2; enti¢rement fonctionnel (Henry, 1981).

1.3.1.2 Toxicité chez les organismes supérieurs

Les cyanures ont également un effet inhibiteur sur les accepteurs d’électrons au niveau

de la cytochrome oxydase chez les organismes supérieurs, ainsi qu’un effet sur le
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métabolisme du glucose. Isome et al. (1975) ont étudié I'effet des doses sub-létales de
cyanures sur le métabolisme du glucose chez les souris. Ils ont observé que ces doses
avaient comme effet d’augmenter les teneurs en glucose et en acide lactique du sang, et
d’abaisser le rapport ATP/ADP. Ce rapport est dii & un déplacement du métabolisme
aérobie vers le métabolisme anaérobie. En présence des cyanures, la voie des pentoses

phosphates de catabolisme du glucose est favorisée par rapport a la glycolyse.

1.3.1.2.1 Toxicité chez ’Homme

La plupart des cellules du corps humain sont capables d’alterner leur systéme de
respiration en mode anaérobie lorsque 1’oxygéne est présent a de faibles concentrations
ou lorsque des produits chimiques tels que les cyanures empéchent 1'utilisation de
’oxygeéne. Cependant, les ceilules nerveuses ne sont pas capables d’utiliser la voie
anaérobie. Elles meurent immédiatement lorsque les cyanures les empéchent de produire
I’énergie chimique a partir de I’oxygeéne. Les organes qui doivent fournir beaucoup de
travail comme le ceeur sont aussi vulnérables aux cyanures (U.S. EPA, 1984, 1992).

La dose de mortalité chez I’'Homme est de 0,5-3,5 mg/kg/poids de la personne (Ermans
et al., 1972). Lorsque des sels de cyanures simples tels que les cyanures de potassium
(KCN) et les cyanures de sodium (NaCN) sont ingérés, 1’ion CN est rapidement libéré.
Ce dernier réagit avec I’hydrogéne pour former dans un milieu a pH faible le HCN.
Toutefois, dans le milieu acide de 1'estomac (pH ~ 2), pratiquement tous les cyanures
consommés sous forme de sels de cyanures sont présents sous forme de HCN, et sont

par la suite rapidement absorbés dans le systéme gastro-intestinal (Shifrin et al., 1996).

L’inhalation du HCN peut causer des effets toxiques plus graves que I’ingestion des ions
cyanures. Par exemple, lors de I'inhalation de 'HCN 2 des concentrations comprises
entre 0,5 & 20 mg HCN/in® d’air, la rétention du HCN est approximativement de 60%
(Landahl et Herrmann, 1950).
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Les principaux effets associés a I'empoisonnement chronique par les cyanures
(spécialement HCN et CN') comprennent : la lésion du nerf optique, la démyélinisation,
le goitre, I'hypertension et la défaillance thyroidienne (Ermans et al, 1972). Ces
symptémes peuvent se manifester chez les individus qui incluent dans leur alimentation
des quantités significatives de produits contenant des cyanures, tels que le cassava, le
sorghum et I'alfalfa.

1.3.1.2.2 Toxicité chez les plantes

Selon I’ Agence de Protection de I’Environnement Américaine (U.S. EPA, 1978), I'effet
majeur des cyanures libres sur les plantes est I'inhibition de plusieurs enzymes, qui
implique I'inhibition de la respiration de la celiule. Roberts et Gemmell (1979) ont
observé qu’'un mélange de 1% de résidu contaminé aux cyanures avec du sol produisait
un léger effet d’inhibition sur la croissance de I'ivraie, et qu’'un mélange de 10%

entrainait un effet encore plus important.

1.3.2 Toxicité des cyanures complexés

Contrairerment aux cyanures libres qui sont toxiques et trés réactifs, les complexes de
cyanures sont stabies chimiquement et n’ont pas la propriété de se dissocier en cyanures

libres que sous des conditions spécifiques de températures et de pH (Meeussen er al.,
1994).

La toxicité des complexes ferrocyanures a fait 1’objet de plusieurs études. Dvorik ef al.
(1971) ont donné de ’eau (contaminée & 20 000 mg/l en ferri ferrocyanure) i boire a des
rats pendant une durée de 12 semaines. Durant toute cette période, les rats n’ont montré
aucun signe d’intoxication. En Europe, les ferri ferrocyanures ont été utilisés comme

antidote contre 1’empoisonnement au thallium chez I’humain. La dose recommandée



était de 250 mg/kg/jour pour une période de 2 a 4 jours (Spoerke et al., 1986). La faible
toxicité de ce complexe est due i son absorption limitée par I'intestin. En effet, une seule
fraction de la quantité absorbée se dissocie en cyanure libre toxique (HCN ou CN’)
(Nielsen et al., 1990).

Cependant, d’autres études ont montré que les risques associés & ces composés ne sont
pas tout A fait nuls. Sous ’effet de la lumiére, les ferri ferrocyanures sont susceptibles de
se décomposer en donnant des cyanures libres (HCN ou CN"). Burdick et Lipschuetz
(1948) ont étudié la toxicité des ferri ferrocyanures sur des poissons. Ils ont alors exposé
les poissons & des concentrations de 1 et 2 mg/kg sous des conditions intenses de
lumiére. IIs ont observé que 0,19 mg/kg de cyanures était toxique pour le genre
Rhinichthys atratulus et Semolitus atramaculatus. A cette concentration, le taux de

mortalité était de 100% en 76 heures.

Dans les sols, le phénomene le plus impliqué dans I'augmentation des risques associés
aux ferri ferrocyanures est la re-solubilisation de précipités tel que le bleu de Prusse
(Fe4[Fe(CN)g]s). Ces résultats proviennent d’une série d'études menées par Meeussen et
al. (1995), Meeussen et al. (1994) et Meeussen ef al. (1992b) sur des sols contaminés
par les complexes fer-cyanures. Les auteurs ont remarqué que la solubilisation de
précipités dépend directement du pH et du POR des sols. Des teneurs importantes en fer-
cyanures ont ét€ retrouvées dans les eaux souterraines des sites 2 sols alcalins (pH voisin

de 7,5), tandis que les concentrations étaient beaucoup plus faibles dans les sols acides
(pH voisin de 4).

1.3.3 Toxicité des thiocyanates (SCN)

La toxicité des thiocyanates ne fait pas ’unanimité auprés des chercheurs. Certains

affirment qu’ils sont dangereux et toxiques, et d’autres rapportent qu’ils sont inoffensifs.
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Mais d’apres les organismes officiels, ces composés sont beaucoup moins toxiques que

les cyanures libres, et ne présentent pas de danger pour I’environnement.

Autrefois, ces composés étaient utilisés a des fins thérapeutiques dans le traitement de
I’hypertension chez I'Homme. Cependant, une concentration d’environ {50 mg/l dans le
sang peut étre dangereuse. L'absorption chronique des thiocyanates peut causer des
étourdissements, des éruptions cutanées et des nausées (Kumaran et Shivaraman, 1988).
La transformation des thiocyanates organiques et inorganiques en cyanures a €été
observée chez les mammiféres et les poissons (Boxer et Rickards, 1952; Pines et
Crymble, 1952).

D’aprés APHA er al. (1998) les thiocyanates ne sont pas trés toxiques. Cependant, si ces
demiers sont sujets a une chloruration, le chlorure de cyanogéne (CNCI) (composé trés
toxique) se forme. APHA et al. (1998) recommandent donc de doser les thiocyanates
lorsque la chloruration alcaline est employée comme technique de traitement des
effluents. D'autres part, le Ministére de I'Environnement et de la Faune du Québec
(MENV, 1999) n’a pas inclus les thiocyanates dans les critéres de la politique de

protection des sols et de réhabilitation des terrains contaminés.

1.4 Les mécanismes naturels d’atténuation des cyanures

Plusieurs mécanismes sont connus dans la littérature pour leur implication dans la
mobilité et le devenir des cyanures dans les effluents, les sols et les résidus miniers. Les
processus d’atténuation naturelle réduisent considérablement la toxicité des cyanures.
Ces processus résultent de la combinaison de phénoménes physiques, chimiques et
biologiques, incluant : la volatilisation, I’oxydation chimique, I’hydrolyse, I’adsorption
sur des minéraux, la solubilisation et enfin la biodégradation (Scott, 1984).
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Ces phénomenes ont €té le plus souvent observés dans les effluents contaminés aux
cyanures. Cependant, selon les publications de Smith et Struhsacker (1987), Smith et
Mudder (1991) et Church et Boyle (1990) des mécanismes d’atténuation naturelle des
cyanures ont également été observés dans des résidus miniers issus du procédé de

cyanuration en tas et celui du CIP/CIL.

1.4.1 Volatilisation

La réaction entre I'ion cyanure et une molécule d’eau résulte en la formation de I’acide

cyanhydrique (HCN), comme indiqué dans I'équation (1.1).

La volatilisation est considérée comme étant un des plus importants phénoménes
d’atténuation naturelle des cyanures dans les effluents (Simovic, 1984), et notamment
dans les solides (Church et Boyle, 1990; Smith et Mudder, 1991). Les résidus miniers
récemment rejetés ont souvent un pH alcalin d’environ 10,5, qui est le pH opérationnel
du procédé d’extraction de I’or. Avec le temps, ce pH a tendance a décroitre A cause des
pluies acides et de la dissolution du CO,. Avec ce phénoméne, la volatilisation du HCN
devient importante, |’acide cyanhydrique se retrouve dans 1"atmosphére par dissipation i
travers le résidu, ou bien il est détruit par oxydation chimique (voir paragraphe 1.4.2).
D’aprés Smith et Mudder (1991), le HCN subit trois processus de transport avant de se
retrouver dans I’atmospheére :

se HCN dans le solide «» HCN dans le liquide
eo HCN dans le liquide < HCN dans la phase vapeur sol/air
& HCN dans la phase vapeur sol/air & HCN dans I’atmosphére

Les propriétés du solide (sol ou résidu) qui affectent la volatilisation du HCN
comprennent : contenu en eau et en argile, caractéristiques de sorption et de diffusion du

solide, matiére organique, porosité et densité. Les paramétres météorologiques qui
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peuvent affecter la volatilisation du HCN sont le taux de circulation d’air a la surface du

solide, I'humidité et la température.
14.2 Oxydation chimique

L’oxydation chimique joue un role important dans la détoxication des cyanures:
’oxygéne oxyde les cyanures en cyanates dans une réaction trés lente en absence de
catalyseur. L’oxydation de HCN produit de I’hydrogéne de cyanate selon I'équation
(1.5) (Owenback, 1978).

2HCN +0, —® 2HCNO (1.5)

L’oxydation directe de I'ion CN (équation 1.6} nécessite un catalyseur bactériologique,

minéralogique ou photochimique (rayons UV) pour produire I'ion cyanate.
2CN" + O; +catalyseur —P» 2CNO (1.6)

Dans le tas de résidu, I’oxydation chimique est restreinte aux couches supérieures, plus

particuliérement i celles qui sont le plus en contact avec 1’air (Smith et Struhsacker,
1987).

L’hydrogéne de cyanate (HCNO) et I'ion cyanate (CNO") sont beaucoup moins toxiques
que I'acide cyanhydrique (HCN) et I'ion cyanure (CN). A I'intérieur du tas, HCNO et
CNO' sont hydrolysés pour former le gaz ammoniac et le dioxyde de carbone, selon
I’équation (1.7). Ces gaz sont par la suite dissipés dans 1’atmosphére.

HCNO + H,0 —% NH; (g) +CO; (g) (L7
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L’ammoniac généré dans la réaction (1.7) peut aussi réagir pour former des composés
ammoniacaux ou pour étre oxydé en nitrates dépendamment du pH (Hendrickson et
Daignault, 1973). De cette maniére, I’oxydation diminue la concentration des cyanures

libres dans le systéme.
143 Hydrolyse chimique

A mesure que le pH du systéme diminue, le HCN peut étre hydrolysé par différentes
maniéres pour donner le formate d’ammonium ou le formate selon les équations (1.8) et

(1.9) respectivement.
HCN + 2H,0 —» NH,COOH (formate d’ammonium) (1.8)

Ou bien,
HCN + 2H.O —p NH; + HCOOH (formate) (1.9)

L’hydrolyse des cyanures en formate d’ammonium se réalise trés lentement a 25 °C et
ne donne pas une dégradation significative; cependant, elle s’accélére a des températures
élevées (Madersan et House, 1992).

144 Adsorption/lessivage

L’adsorption des cyanures par les minéraux a été le sujet d’intensives recherches dans
les années 80. Plusieurs minéraux sont capables d’atténuer les cyanures et les composés
cyanurés. Par exemple, il a été montré que la matiére carbonée peut adsorber plus que
0,5 mg CN7/g, et les minéraux argileux approximativement 0,05 mg CN/g (Madersan et
House, 1992). Le charbon actif a éé utilisé pour I'élimination des cyanures durant

approximativement 20 ans. II a été observé que les cyanures sont d’abord adsorbés et
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ensuite oxydés. La présence des ions de cuivre, cadmium, zinc et nickel en solution
favorise la formation des complexes métal-cyanure qui sont mieux adsorbés par le
charbon actif (Chatwin et al., 1988).

Alesii et Fuller (1976) ont réalisé des tests d’adsorption pour étudier la mobilité des
cyanures dans 5 types de sol. IIs ont fait circuler, a travers chaque sol, trois solutions de
cyanures : cyanures libres dans I'eau désionisée, cyanures de potassium dans I'eau
désionisée et cyanures libres dans le lixiviat provenant d’un lieu d’enfouissement. Les
résultats de cette étude ont montré que les sols avec de fortes concentrations en
manganése et en hydroxydes de fer possédent une plus grande capacité de rétention des
cyanures. Les auteurs ont conclu que les sols chargés positivement (contenant la
kaolinite, le chlorite, la gibbsite, le fer et les oxydes d’aluminium) adsorbent mieux les

cyanures que ceux chargés négativement (montmorillonite).
1.4.5 Solubilisation/transport

La solubilisation et le transport des polluants dans I’environnement compte parmi les
phénomeénes d’atténuation naturelle les moins bien perqus par les autorités
environnementales, car souvent les nappes aquiféres se retrouvent contaminées.
Cependant, la solubilisation des cyanures 2 partir d’un sol joue un grand rdle dans leur
élimination, c’est pourquoi certaines études se sont intéressées a ce mécanisme et au

transport des cyanures dans I’environnement.

Meeussen et al. (1994) ont étudié la mobilité des cyanures en suivant leur concentration
dans les nappes souterraines adjacentes a des sols contaminés aux cyanures, dont les
formes dominantes sont le complexe fer-cyanure et le bleu de Prusse. Des concentrations
élevées de cyanures ont été retrouvées dans les nappes souterraines des sols basiques
(pH = 7.5) alors, que de faibles concentrations ont été enregistrées dans celles des sols

acides (pH = 4,0). Les auteurs ont conclu I’existence d’une relation entre la solubilité du



31

bleu de Prusse et le pH ainsi que le potentiel redox (POR) des sols contaminés. Plus le
pH et le POR sont élevés et plus les complexes fer-cyanure sont instables (Meeussen et
al., 1992a; Meeussen et al., 1994; Mceussen ef al., 1995). Mansfeldt et al. (1998) ont
abouti aux méme conclusions lorsqu’ils ont étudié la mobilité des cyanures dans le sol.
IIs ont observé une grande mobilité des cyanures lorsque le pH est basique, et ils ont
conclu que la dissolution et la précipitation du bleu de Prusse sont les seuls processus
qui gouvement la mobilité des cyanures dans le sol. Mansfeldt et al. (1998) suggerent
que les cyanures dans le sol sont transportés sous forme de précipités (bleu de Prusse) a

travers les macropores.
1.4.6 Biodégradation
La biodégradation des cyanures n’est pas une découverte récente. D'aprés Castric
(1981), les recherches sur ce sujet remontent 2 1913. De nombreux auteurs ont étudié la

biodégradation des cyanures. La capacité de certaines bactéries et champignons a

dégrader une grande variété de formes de cyanures est connue depuis plusieurs années.

1.4.6.1 Biodégradation des cyanures libres

La biodégradation des cyanures libres peut se produire dans des conditions aérobie et
anaérobie (Nesbitt et al., 1959).

1.4.6.1.1 Biodégradation anaérobie

En condition anaérobie, la décomposition des cyapures par des bactéries forme les
thiocyanates suivit d'une hydrolyse qui donne le NH;, HS et le CO» :

CN +H:S (ag) —» HCNS +H" (1.10)
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HCN +HS™ — HCNS + H' (1.11)

D’aprés Smith et Struhsacker (1987), la biodégradation anaérobie ne peut avoir lieu que
s'il y a présence de HS et H:S (aq) dans le tas de résidu. La présence d’espéces
sulfurées dépend du pH. A pH supérieur 3 7, HS  est I'espéce dominante et 3 pH

inférieur & 7, H,S (aq) est le composé majoritaire.

1.4.6.1.2 Biodégradation aérobie

Quatre types de réactions en condition aérobie ont été observés: I’hydrolyse,

I’hydratation, I’oxydation et la substitution/addition.
1) Hydrolyse des cyanures

La réaction d’hydrolyse fait intervenir deux molécules d’eau pour donner le formate

(acide formique) et I’ammoniac comme produits.

cyanidase

HCN +2H,0 — HCOOH + NH; (1.12)

L’enzyme responsable de I’hydrolyse du HCN en formate et ammoniac est appelé
“cyanidase”. Dans quelques cas seulement, I’hydrolyse directe des cyanures en formate
et ammoniac a €té observée chez Alcaligenes xylosoxidans subsp. denitrificans et

quelques Pseudomonas (Ingvorsen et al., 1991; White et al., 1988).

White ez al. (1988) ont isolé la souche Pseudomonas et I’ont enrichie avec une boue
activée provenant d’une usine de coke en rajoutant 10 mg/1 de cyanures. Ils ont observé
que les Pseudomonas dégradaient les cyanures en formate et en ammoniac. L’ammoniac

peut, par la suite, &tre utilisé comme source d’azote. La source de carbone est puisée du



33

méthanol et du méthyle amine et non pas du formate. Les bactéries adaptées ont
commencé A dégrader les cyanures aprés 40 h, et les bactéries non adaptées aprés 72 h.
La respiration augmentait lorsque les cellules adaptées étaient exposées aux cyanures,
mais chutait lorsque les cellules inadaptées I’étaient dans les mémes conditions. Les
auteurs suggerent que cette adaptation est due au développement de la résistance a la
toxicité et a la production d’enzymes pour la décomposition des cyanures. La souche
Pseudomonas était capable de dégrader 100 mg/l de cyanures lorsque la source de
carbone était le lactate.

Ingvorsen et al. (1991) ont isolé une bactérie du sol identifiée sous le nom de
Alcaligenes xylosoxidans subsp. denitrificans. lIs ont montré que cette bactérie était
capable d’hydrolyser I’acide cyanhydrique en formate et en ammoniac sans la formation
du formamide comme intermédiaire libre. La concentration des cyanures était réduite de
0,97 M (approximativement 25,2 mg/kg) 2 77 nM (approximativement 0,002 mg/kg) en
55h.

2) Hydratation des cyanures

L'enzyme cyanide hydratase (EC 4.2.1.66; formamide hydrolyase) convertit les
cyanures en formamide. Les mécanismes enzymatiques impliqués dans leur dégradation
sont les suivants :
hydratase
HCN + HO —» HCONH, (1.13)

Cette enzyme est produite par plusieurs champignons pour combattre la toxicité du HCN
(Raybuck, 1992). Fry & Millar (1972) ont remarqué la présence de I’enzyme chez
Stemphylium loti pour la premiére fois avec une activité maximale observée a un pH
variant entre 7,0 et 9,0. Kunz et al. (1994) ont démontré, aussi pour la premiére fois, la

présence de cette enzyme chez la bactétie Pseudomonas fluorescens. La réaction
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d’hydratation des cyanures en formamide peut étre suivie par la transformation de ce

demnier en formate par 'intermédiaire d’une enzyme appelée “formamidase”.

formamidase

HCONH,;+H,O0 - HCOOH + NH; ([.14)

D’autres champignons produisant 'enzyme “cyanide hydratase” en présence du HCN
sont connus aujourd’hui : Helminthosporium turcicum, Gloeocercospora sorghi (Fry et
Evans 1977), ainsi que de nombreux Fusarium, dont la Fusarium solani qui fait I’objet

de plusieurs recherches récemment (Barclay er al., 1998; Dumestre et al., 1997b).

Dumestre et al. (1997b) ont isolé le champignon Fusarium solani d’un sol contaminé
aux cyanures provenant d’une ancienne usine d’électrolyse d’aluminium. Les tests de
biodégradation ont été réalisés dans des conditions alcalines (pH = 10,1) en utilisant le
K'*CN. Deux essais ont eu lieu : le premier consistait en I'ajout de 2 mM K"*CN + 125
mg d’extrait de levure dans le bioréacteur contenant le champignon, et le deuxiéme
uniquement du K"CN (1,75 mM) comme seule source de carbone et d’azote. Les
auteurs ont remarqué une croissance de la Fusarium solani dans le premier cas. Aucune
croissance n’a cependant été observée dans le cas du K*CN comme seule source de
carbone et d’azote. L’identification des produits de dégradation du K'*CN s’est fait a
Iaide d’un HPLC couplé 2 un spectrophotométre et un détecteur radioactif. Les produits
identifiés étaient le formamide (H'*CONHS,) et I'acide formique (H'*COOH). Par cette
étude, les auteurs ont confirmé un fait qui n’avait été qu’une hypothése jusqu’alors, c’est
a dire que ces deux produits sont bel et bien issus de la biodégradation du K'CN par Ia
Fusarium solani. lls ont suggéré que les mécanismes de dégradation étaient les mémes
que ceux décrits dans les équations (1.13) et (1.14) ci-dessus.
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3) Oxydation des cyanures

Trés peu de systémes biologiques ont été signalés pour leur capacité a oxyder
directement les cyanures. La premiére voie de dégradation oxydative des cyanures a éié
trouvée chez une bactérie gram-négative identifiée sous le nom de Pseudomonas
fluorescens (Dorr et Knowles, 1989), puis sur d’autres bactéries telles que Pseudomonas
putida, Pseudomonas paucimobilis (Babu et al., 1993). Les bactéries gram-négatives ont
une croissance optimale a 30 °C, 3 pH compris entre 7,0-8,5 et possédent un

métabolisme respiratoire et non fermentatif (Raybuck, 1992).

La dégradation des cyanures en ammoniac et CO» nécessite une addition
steechiométrique de NADPH et d’oxygéne. La réaction d’oxydation des cyanures
proposée par Harris & Knowles (1983) est la suivante :

NADH+H'+HCN+0; — CO;+NH;+NAD® (1.15)

Les auteurs ont émis 1'hypothése que cette réaction se produit en deux étapes. D’abord
I'utilisation de I'oxygénase pourrait produire des cyanates comme un intermédiaire, puis
ces derniers seraient hydrolysés par I'enzyme cyanase en dioxyde de carbone et en

ammoniac selon les équations (1.16) et (1.17).

Oxygénase
NADH+H +HCN+0, = HNCO +H,0+NAD* (1.16)
Cyanase
HNCO+H,0 — CO:; +NH; (L.17)

L’enzyme cyanase (cyanate aminohydrolase; EC 3.5.5.3) a été détectée chez
Escherichia coli, Flavobacterium sp. et des plantes. Le rdle physiologique de cette

enzyme est incertain, mais il est supposé qu’elle protége contre la toxicité des cyanures.
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Une publication intéressante (Kunz et al., 1992) rapporte une voie multiple de
dégradation des cyanures par la bactérie Pseudomonas fluorescens NCIMB 11764. Cette
voie implique la formation de formamide, formate, NH; et CO, par une réaction
d’oxydation. La bactéric Pseudomonas était capable de dégrader des concentrations
assez élevées de KCN comme source d’azote. Les auteurs ont remarqué qu’a des
concentrations de KCN comprises entre 0,5 et 10 mM, le dioxyde de carbone est le
produit majoritaire. Cependant, & des concentrations entre 20 et 50 mM de KCN, le
formamide et le formate sont principalernent formés. ls ont alors suggéré trois voies de
dégradation de cyanures. La premiére voie, qui dépend fortement de I'oxygéne, consiste
en la formation du CO; et de NH; en présence de faibles concentrations de KCN (0,5 &
10 mM). En revanche, en présence de fortes concentrations (20 a 50 mM) le formate et
le formamide sont formés. De grandes concentrations en KCN pourraient, probablement,
inhiber la formation de CO, (Kunz et al, 1992). Les auteurs suggérent aussi que la
formation de formate et formamide se fait selon deux voies différentes : la premiére est
une conversion en formate et ammoniac, et la deuxiéme est une conversion uniquement

en formamide. La voie métabolique proposée par les auteurs est décrite dans 1'équation
(1.18).
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2H,0 0,
HCOOH + NH;«— HCN —» NH; +CO; (1.18)
Assh}ilation HO ““‘*“"""’“
HCONH,

Figure 1.7 Voie métabolique de dégradation des cyanures par P. fluorescens NCIMB
11764 proposée par Kunz et al. (1992).

D’autres chercheurs ont constaté la dégradation des cyanures en produits finaux NH; et
CO,. Babu et al. (1992) ont utilisé la bactérie Pseudomonas putida immobilisée dans des
billes d’alginate de calcium. IIs ont observé que cette bactérie était capable d’utiliser le
NaCN comme seule source de carbone et d’azote. L’expérience avait été réalisée en
batch dans des bioréacteurs contenant 100-400 mg/l de NaCN. Les auteurs ont conclu
que la bactérie immobilisée était capable de dégrader des concentrations plus élevées
que 1 mM de CN, soient celles qui ont éé rapportées antérieurement par Harris et
Knowles (1983). Plus tard, la méme équipe de chercheurs a immobilisé la bactérie dans
différentes matrices : agar, alginate, carrageenan, et a réalisé des tests de biodégradation.
Ces chercheurs ont remarqué que I’alginate présentait de plus hauts taux de CO- et de
NH; comparativement aux celiules non-immobilisées a3 1’agar et au carrageenan
(Chapatwala et al., 1993). Une récente publication des mémes auteurs a montré la
biodégradation des cyanures, cyanates et thiocyanates en NH; et CO: par la bactérie
Pseudomonas putida immobilisée dans I"alginate. IIs ont utilisé le Na"*CN pour faire un
bilan de masse, et ont remarqué que 70 % du carbone du NaCN radiomarqué avait été
converti en "“CO,. Seulement 10 % du "CO, était associé 2 la biomasse et moins de | %
s’était volatilisé (Chapatwala et al., 1998).
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D’autre part, Figueira et al. (1996) ont fait des essais de biodégradation avec une souche
d’Escherichia coli isolée des liquides de procédé d’un circuit d’extraction d’or. Cette
bactérie était capable de dégrader des complexes glucose-cyanure & des concentrations
allant jusqu'a 50,0 mg/l de CN". Les auteurs ont émis I’hypothése que la formation du
complexe avait réduit la toxicité des cyanures, qui €taient par la suite facilement
assimilables par la bactérie. Ils ont remarqué uniquement la formation de 1’ammoniac et
le dioxyde de carbone comme produits, et ont suggéré que la dégradation des cyanures
par E. coli BCN6 ne produit pas les cyanates comme intermédiaire. Les auteurs ont
supposé I'utilisation d’une enzyme dioxygénase pour la transformation des cyanures en
NH; et CO,. L'ammoniac qui s’accumule durant la phase logarithmique de croissance

comme source unique d’azote sert par la suite 2 la croissance bactérienne.
4) Substitution/Addition

Les ions thiocyanates (CNS") peuvent étre formés par la réaction des cyanures libres
avec les sulfures, les sulfures d’hydrogéne (HS") ou bien les thiosulfates. Plusieurs
enzymes dont la Rhodanese, la Mercaptopyruvate sulfurtransferase, 1’enzyme Pyridoxal
phosphate, la f-Cyanoalanine synthase et la y-cyano-a:-aminobutyric acid synthase sont
connues dans la détoxication des cyanures via les réactions de substitution et addition.

La Rhodanese (cyanide sulfur transferase ; EC 2.8.1.1) catalyse la réaction suivante :

Rhodanese
CN + $ 0% —» SCN + SO* (1.19)

L’enzyme a ét€ observée chez les animaux, les plantes, les champignons et autres micro-
organismes. Les bactéries identifiées incluent les souches Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Thiobacillus denitrificans, Rhodospirillium palustris,

Klebsiella pneumoniae et I'Azotobacter vinelandii (Wesley, 1988).
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Le SO;” formé selon la réaction (1.19) peut réagir ensuite avec I’oxygéne pour donner
les sulfates (SO,*) (Smith et Struhsacker, 1987).

1.4.6.2 Biodégradation des cyanures complexés

Les cyanures complexés sont plus résistants & la biodégradation que les cyanures libres
(Aronstein et al., 1994; Laha et Luthy, 1991). Cependant, quelques recherches ont
montré la capacité de certaines bactéries et champignons i dégrader cette forme de
cyanures. Cherryholmes et al. (1985) ont observé que I'hexacyanoferrate (III) de
potassium (K3;Fe(CN)s), maintenu dans la noirceur et en présence de bactéries P.
aeruginos et E. coli, se décomposait en donnant lieu aux cyanures libres. En 25 jours, la
concentration des cyanures libres avait atteint 1460 pg/l, alors que dans les controles
stériles elle demeurait sous le seuil de 16 pg/l. La concentration initiale de
I’hexacyanoferrate (III) de potassium était de 3293 mg/l. Les tésultats de ces études
révélent que les complexes de cyanures ont été dissociés 3 un pourcentage trés faible,

soit de seulement 0,1% des cyanures totaux initialement ajoutés.

D’autre part, Silva-Avalos et al. (1990) ont étudié la biodégradation du
tétracyanonickelate (K2Ni(CN)4) par des bactéries comprenant les espéces Pseudomonas
et Klebsiella. Ces bactéries utilisaient le tétracyanonickelate comme source unique
d’azote. Le métabolite de biodégradation observé était le Ni(CN),. La biodégradation du
K2Ni(CN)4 n'a donc pas été compléte puisque seulement le Ni(CN); a été détecté.

Les études menées par Cherryholmes et al. (1985) et Silva-Avalos er al. (1990) n’ont
pas prouvé une grande efficacité d’enlévement des cyanures complexés. Récemment, un
groupe de chercheurs (Barclay et al., 1998) a démontré la capacité d’une culture pure et
mixte de champignons & dégrader chacun de KyFe(CN)g, K3Fe(CN)g et K2Ni(CN), en les
utilisant comme source unique d’azote. Les concentrations des trois complexes de

cyanure étaient respectivement 0,5 mM, 0,5 mM et 0,25 mM. Aprés 34 jours
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d’incubation approximativement 90% de chacun des ferrocyanures et cyanures totaux
ont été dégradés. Le CO, a été identifi€é comme le produit final de biodégradation.

1.5 Etudes portant sur ’atténuation naturelle des cyanures

De nombreuses études portant sur les mécanismes d’atténuation naturelle des cyanures

dans un milieu hétérogéne (sol, boue ou résidu) ont été réalisées.
1.5.1 Atténuation naturelle des cyanures dans le sol

Quelques chercheurs se sont intéressés A I'intégrité des phénoménes d’atténuation
naturelle des cyanures qui se peuvent se produire dans un sol. Chatwin et Trepanowski
(1987) ont €tudi€ I’atténuation naturelle des cyanures dans 13 types de sol. Les tests ont
été réalisés, dans un premier temps, dans des réacteurs agités contenant 100 g de sol et |
litre de solution de cyanures (10 M). Ces premiers tests avaient pour objectif d’étudier
I’influence des constituants minéralogiques du sol (bauxite, kaolinite, matiére organique,
feldspath de potassium et plagioclase) sur I’atténuation naturelle des cyanures. Dans un
deuxiéme temps, des essais en colonnes saturées avec une solution de 10° M de
cyanures libres ont €€ testés sur trois différents sols. Suite A ces essais, deux
mécanismes physico-chimiques majeurs d’atténuation naturelle ont été identifiés. Ces
mécanismes sont la volatilisation et 1'adsorption. Environ 40% des 13 sols étudiés ont
montré une capacité d’enlévement des cyanures. Deux constituants minéralogiques se
sont avérés efficaces dans I’atténuation des cyanures par adsorption et réactions
chimiques. Ces constituants sont la bauxite ou la kaolinite, et |2 matiére organique. Les
autres minéraux €tudiés ne montraient pas une grande capacité d’adsorption
comparativement a ces deux derniers.

Récemment, un groupe de chercheurs (Hommelgaard er al., 1998) ont étudié
Iatténuation naturelle des ferri ferro-cyanures dans le sol et dans I’eau souterraine. Les
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essais ont été réalisés dans des réacteurs de 2 litres munis d’une trappe a CO.. Les
réacteurs contenaient une suspension de sol contaminé additionné de 1000 mg
d’hexacyano-ferrate de potassium (KyFe(CN)) et d’une petite quantité de K,Fe'{(CN)s.
L'eau de la suspension a été échantillonnée tout au long de I’expérience, par contre le
sol et la trappe 4 CO; ont été analysés seulement 2 la fin des essais. Les résuitats ont
révélé un potentiel de minéralisation de 18% sur I'un des sols étudiés. Les auteurs ont
alors conclu que les complexes fer-cyanures peuvent étre naturellement éliminés par des
processus de dégradation. Cependant, ils n’ont pas précisé la nature de ces processus. La
técupération du "CO, laisse croire que c’est la biodégradation qui a eu lieu. Toutefois,
une dégradation de 10% dans les témoins abiotiques a été notée suggérant que des

processus physico-chimiques aient pu aussi se produire.
1.5.2 Atténuation naturelle des cyanures dans les boues

Des tests d’atténuation naturelle des cyanures, similaires a ceux étudiés par Chatwin et
Trepanowski (1987), ont été réalisés par Castillo et Hendrix (1990) sur des boues. Ces
tests consistaient a faire passer une solution de cyanures i travers une colonne remplie
de boue, puis 2 analyser ’effluent pour les cyanures totaux et libres. Les résultats de
cette étude ont abouti aux mémes conclusions que ceux obtenus dans le sol par Chatwin
et Trepanowski (1987) : la matiere organique joue un réle important dans I’adsorption

des cyanures.
1.5.3 Atténuation naturelle des cyanures dans les résidus miniers

Plusieurs publications ont abordé I’atténuation des cyanures dans un résidu minier
(Church et Boyle, 1990; Engelhardt, 1985; Smith et Mudder, 1991; Smith et
Struhsacker, 1987). Church et Boyle (1990) ont fait une caractérisation de résidus
miniers issus du procédé de cyanuration en tas, provenant d’un site fermé depuis 1942.

Des échantillons de résidu entreposés depuis 47 ans et recueillis 3 plusieurs profondeurs
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ont révélé des concentrations trés faibles en cyanures totaux. Ces résidus étaient
majoritairement contaminés avec des cyanures complexés. Les auteurs ont alors suggéré
que la disparition des cyanures libres aurait €té produite suite 3 des mécanismes de
volatilisation ou de complexation. D’autre part, Engelhardt (1985) a caractérisé des
résidus miniers solides en prélevant 356 échantillons sur une période de | an et demi.
Engelhardt (1985) a observé une diminution de 85 % de CN' sur une péricde de 18 mois,
et une décroissance du pH de 10,5 & 9 en 24 mois. 1l a remarqué que les résidus étaient

contaminés seulement avec des cyanures libres.

Smith et Mudder (1991) ont cité plusieurs études qui rapportent des cas ol le pH, les
CNr et les CNwap, dans I’eau interstitielle des résidus miniers et dans le solide, ont
diminué dans le temps. Cette observation a été faite sur plusieurs sites miniers de
différents pays (Australie, Brésil, Canada, Nouvelle Zélande, Etats-Unis). Cependant,
les mécanismes qui ont contribué 2 la diminution des concentrations des cyanures n’ont
pas été investigués et demeuraient hypothétiques. Smith et Struhsacker (1987) ont
rapporté les phénoménes d’atténuation des cyanures dans un résidu issu du procédé de
cyanuration en tas. Leur publication était basée sur des observations géochimiques du tas
de résidu contaminé aux cyanures. Elle regroupait I'intégrité des données sur les

phénomeénes d’atténuation naturelle des cyanures observés dans les sols.

Comme discuté ci-dessus, de nombreux travaux portant sur I’atténuation naturelle des
cyanures ont été réalisés dans les résidus miniers. Les auteurs ont souvent associé les
pertes des cyanures aux mécanismes de volatilisation, précipitation, biodégradation et
complexation. En revanche, aucun phénoméne n’a été quantifié ni vérifié par des essais

en laboratoire.
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1.6 Conclusion

Plusieurs mécanismes d’atténuation naturelle des cyanures dans le sol, les résidus et les
boues ont été identifiés dans des recherches antérieures. Ces mécanismes incluent la
volatilisation, 1’adsorption, I’oxydation chimique, I'hydrolyse, la solubilisation/transport
et enfin la biodégradation. Parmi tous ces phénomeénes, la volatilisation, I’adsorption, le
transport et la biodégradation semblent les plus importants mécanismes d’atténuation

des cyanures.

La solubilisation et le transport des cyanures ont fait I'objet de plusieurs recherches. Ce
phénomeéne concerne surtout les cyanures complexés qui constitue la forme la plus
dominante dans les sols contaminés {(Meeussen et al, 1992b; Meeussen et al., 1994).
Les conclusions émergeant de ces recherches sont unanimes sur la solubilité des
complexes et des précipités de cyanures lorsque le pH est basique. Cette solubilité
implique le transport des cyanures dans I'environnement et de ce fait, leur atténuation

dans le sol.

La volatilisation compte parmi les plus importants phénomeénes d’enlévement des
cyanures libres dans les effluents et dans le solide a cause de la grande pression de
vapeur et de la faible température d’ébullition du HCN (Chatwin et al., 1988; Simovic,
1984; Smith et Mudder, 1991; Thompson et Gerteis, 1990). Cependant, ce phénoméne
n’a pas ét€ bien investigué dans le solide. Les seules publications trouvées qui ont
quantifié la volatilisation de cyanures ajoutés 2 la matrice solide, sont celles de Chatwin
et Trepanowski (1987) et Mihaylov et Hendrix (1994).

L’autre phénomeéne important est la biodégradation. D’aprés la revue de littérature
concernant la dégradation des cyanures libres par voie aérobie, plusieurs champignons et
bactéries sont capables de transformer les cyanures en produits moins toxiques et moins

dangereux pour I’environnement. Les voies de dégradation hydrolytiques sont plutét



associées aux champignons, alors que les bactéries semblent emprunter les voies
oxydatives (formation du formate, formamide et ammoniac par les champignons et
quelques bactéries, I’ammoniac et le CO; par les bactéries). Dans les deux cas, les
produits de dégradation sont moins toxiques que le produit de départ. Les méthodes et
les techniques utilisées dans la biodégradation par la majorité des chercheurs étaient &
des fins de traitement. Les micro-organismes ont été adaptés aux cyanures avant de les
isoler. Dans certains cas, des bactéries ont €té encapsulées pour les protéger contre la
toxicité des cyanures. Des concentrations de cyanures assez élevées ont ainsi été
dégradées. A notre connaissance aucune publication n'a abordé la biodégradation des
cyanures dans le but d’étudier I’atténuation naturelle dans un résidu minier, c’est-a-dire
des essais de biodégradation utilisant la microflore indigéne sans modification des
conditions du milieu, sans biostimulation et sans isolation des micro-organismes et leur

acclimatation préalable aux cyanures.

Le but du présent travail est donc d’évaluer le potentiel d’atténuation naturelle des
cyanures dans un résidu minier issu du procédé CIP/CIL, et cela en étudiant trois
phénomeénes : la dissolution, la biodégradation et la volatilisation. Le choix de ces
phénomenes est basé sur leur importance d’aprés la revue de littérature. Le phénoméne
d’adsorption qui joue aussi un role non négligeable dans I’atténuation naturelle des

cyanures ne sera pas étudié dans le cadre de ce travail.
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1.7 Hypotheése de recherche et objectifs
L’hypothése de recherche sur laquelle se base le projet de recherche est la suivante :

Dans certaines conditions environnementales, les cyanures contenus dans les résidus
miniers peuvent €tre présents sous des formes stables, ou peuvent étre sujets a des
mécanismes de transformation et/ou de transport qui vont changer leur forme chimique

et leur toxicité potentielle.
Les objectifs visés dans cette étude sont :

o Identification A partir d’'une revue critique de la littérature des principaux
phénomenes qui influencent le devenir des cyanures dans les résidus miniers.

¢ Caractérisation physico-chimique et microbiologique des résidus miniers issus
d’usines de traitement de minerai d’or.

o FEtude du potentiel d’atténuation naturclle des cyanures par dissolution,
biodégradation et volatilisation.
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CHAPITRE 2

2 CARACTERISATION DES RESIDUS MINIERS

2.1 Introduction

Une caractérisation approfondie des résidus miniers est essentielle a une bonne
compréhension des mécanismes qui régissent I’atténuation naturelle des cyanures. Pour
cette raison, les échantillons prélevés sur deux sites miniers ont été soumis i une
caractérisation physico-chimique (comprenant une spéciation des formes chimiques) et
microbiologique. Cette caractérisation a été réalisée sur de vieux résidus entreposés
depuis plusieurs années et sur des résidus frais entreposés seulement depuis quelques

mois.

Des paramétres tels que le pH, la température (in-situ), le contenu en H-O, le % en
solides volatils, la granulométrie, la CEC et la capacité tampon ont été évalués dans la
caractérisation physico-chimique. Ces paramétres ont été choisis a cause de leur effet sur
I’atténuation naturelle des cyanures. Afin de connaitre la concentration et le type des
cyanures présents dans les échantillons de résidu, une caractérisation chimique a été
entreprise. Elle comprend les dosages suivants: cyanures totaux (CNy), cyanures
facilement dissociables (CNwap), cyanates, thiocyanates et métaux dans la phase solide
et liquide (le surnageant). Enfin, la caractérisation microbiologique a été réalisée dans le
but de répondre i trois interrogations : existe-il une microflore indigéne dans les résidus
(hétérotrophes totaux)? Y a-t-il parmi cette microflore des micro-organismes capables de
croitre dans un milieu qui contient des cyanures (tolérants)? Est-ce que les micro-
organismes tolérants sont capables d’utiliser les cyanures comme source unique de
carbone (dégradeurs)?.
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Ce chapitre est séparé en quatre parties distinctes : la premiére décrit I’échantillonnage et
les précautions prises pour la conservation des échantillons. La deuxiéme partie présente
le matériel et les méthodes utilisés pour réaliser les trois caractérisations décrites ci-
dessus. La troisi®me partie (section 2.4), quant a elle, regroupe les résultats obtenus ainsi
que les discussions et enfin, la derniére partie est une conclusion portant sur la

caractérisation approfondie des résidus.
2.2 Echantillonnage

L’échantillonnage a été effectué sur deux sites miniers du Québec, I'un fermé et |’ autre
opérationnel, appartenant 4 une industrie aurifére qui emploie la technique CIP/CIL
d’extraction d’or détaillée au chapitre 1, paragraphe {.1.1.1.2. Dans le site minier fermé.
depuis I'été 1997, deux échantillons ont été prélevés le 2 octobre 1998. Il s’agit des
échantillons Yv6 ans (0,2) et Yv6 ans (1) recueillis respectivement 40,2 meta | m de
profondeur et provenant de résidus entreposés depuis 6 ans. Afin d’obtenir des résidus
frais, le deuxiéme échantillonnage a €été effectué sur un site opérationnel. Deux
échantillonnages ont donc été réalisés sur ce site. Le premier échantillonnage concerne
les échantillons Dy9 ans (0,2) et Dy9 ans (1) prélevés le 1™ octobre 1998 dans un parc a
vieux résidus entreposés depuis 9 ans. Suivent les échantillons Dy3 mois (0,2) et Dy3
mois (1) provenant de résidus frais entreposés depuis 3 mois et prélevés le 25 juillet
1999. Les résidus frais Dy3 mois (0,2) et Dy3 mois (1) seront comparés aux vieux
résidus Dy9 ans (0,2), Dy9 ans (1), Yv6 ans (0,2) et Yv6 ans (1) pour voir I’effet du

vieillissement sur leurs caractéristiques physico-chimiques et microbiologiques.

Les échantillons destinés a I’analyse microbiologique sont des échantillons instantanés
qui ont été préservés dans des sacs et conservés a 4 °C. Ces sacs n’ont pas été ouverts
jusqu’a leur utilisation. Les autres échantillons sont un composé de 5 sous-échantillons
conservés a 4 °C aprés leur prélévement. Tous les échantillons ont été homogénéisés dés

leur réception au laboratoire, sauf ceux destinés aux analyses microbiologiques.
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2.3 Matériels et Méthodes

Les protocoles expérimentaux détaillés sur la caractérisation physico-chimique et

microbiologique se retrouvent dans les annexes I, II, Il et VIII.

2.3.1 Caractérisation physico-chimique

Comme le but de ce projet est 'étude de I’atténuation naturelle des cyanures, la
caractérisation des échantillons a été faite selon des parameétres physico-chimiques
précis. Ces parameétres sont la température, le pH, le pourcentage d’humidité (%H,0),
les solides volatils 4 550°C, la granulométrie, la capacité d’échange cationique (CEC) et
la capacité tampon du résidu. Le pH, le %H0, les solides volatils 2 550°C et la CEC ont
été réalisés en triplicata.

2.3.1.1 Paramétres physico-chimigues

1) Température

La lecture de la température du résidu a été prise sur le site lors de I'échantillonnage a
I’aide d'une sonde a température (type K, 600-0000, Bernant Company, Barrington,
Illinois USA). La température est un paramétre clé indiquant si les conditions sont
favorables a la production éventuelle de phénomenes tels que la biodégradation et la
volatilisation qui seront étudiés aux chapitres 4 et 5.

2) pH
Mis i part la température, tous les autres paramétres ont été analysés au laboratoire. Le

pH a été évalué 2 I'aide d’un pH-métre muni d’une électrode Orion (Ross Sure-Flow,
8172, Beverly, Ma. USA) selon la méthode décrite par Hendershot et al. (1993a). Le pH



49

a été réalisé, une premiére fois, dans 1'eau désionisée et une seconde fois, dans une
solution de chlorure de calcium (CaCl,). Ce paramétre est trés important, il sera suivi
tout au long de ce projet, car les formes des espéces cyanurées dépendent de lui. A pH <
9,2 la forme protonnée (HCN) est prédominante, alors qu'a pH > 9,2 c’est I'espéce CN
qui est majoritaire (voir figure 1.2 au chapitre 1). Les tests de solubilisation, de
biodégradation et de volatilisation qui seront étudiés aux chapitres 3, 4 et 5 nécessitent

tous la connaissance du pH.

3) Pourcentage d’humidité (%H0)

Le pourcentage d’humidité (%H,0) a ét€ estimé selon les méthodes ASTM D2216-92 et
ASTM D2974-87 (ASTM 1998a, 1998b). Ce parameétre évalue le degré d’humidité

présent dans le résidu qui est important pour la volatilisation et la biodégradation.
4) Matiere organique (MO)

La matiére organique a €té évaluée par une détermination de la teneur en solides volatils
4 550°C en utilisant ASTM D4972 (ASTM, 1988). Cette méthode consiste i peser une
quantité de résidu séché, puis 2 la calciner dans un four & 550 °C jusqu’a ce que le poids
des cendres soit constant. La différence dans le poids du résidu avant et aprés la
combustion détermine le pourcentage de la matiére organique. La matiére organique,
comme discuté dans la revue de littérature, joue un trés grand rdle dans I’atténuation des
cyanures par adsorption, et aussi elle constitue une base nutritive pour les micro-

organismes.
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S) Granulométrie

La granulométrie a été estimée selon le protocole standard ASTM D421, D422, D1140,
D2217 et Ell (ASTM, 1990). Cette méthode est basée sur la distribution par
hydrométrie des particules selon leur taille. Ce paramétre a €té €valué uniquement pour
les échantillons de surface (A 0,2 m). La granulométric affecte un nombre de
caractéristiques qui sont importants a la compréhension du sort des cyanures dans le
résidu. Ces caractéristiques incluent la perméabilité du résidu au liquide et au gaz, la
surface spécifique du résidu et la porosité (Chatwin et Hendrix, 1988).

6) Capacité d’échange cationique (CEC)

L’objectif principal de la capacité d’échange cationique (CEC) est d’estimer la quantité
de cations échangeables dans le résidu minier. Cette donnée permet, par la suite, de
connaitre la capacité du résidu a retenir ou a relarguer les métaux et les alcalins qui sont
s réactifs avec les cyanures. Cependant, aucune comélation entre la CEC et
Iatténuation naturelle des cyanures n’a été trouvée ou rapportée dans la littérature
(Chatwin et Hendrix, 1988).

La méthode employée pour mesurer la CEC a un trés grand impact sur les résultats. 1l
était donc important de choisir la méthode selon le type de solide étudié, lequel dans
notre cas, est un résidu minier. Le choix de la méthode de détermination de la CEC a été
basé sur les propriétés du résidu (pH, % MO). Aprés une revue de littérature sur ce sujet,
la technique qui utilise I’acétate de sodium (NaOAc) a été choisie (Chapman, 1965).
Cette méthode ne donne pas une CEC erronée, car le carbonate de calcium (CaCOs), qui
pourrait étre présent dans le résidu, n’interfére pas puisqu’il est trés peu soluble dans le
NaOAc (Bower et al., 1952), I’autre avantage étant que le sodium (Na') est facilement
récupéré et dosé. Le principe de cette méthode est simple, elle comprend trois étapes. La

premiére étape consiste 2 enlever les cations échangeables adsorbés sur le résidu, puis a
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les remplacer par du sodium (Na") au moyen d’un premier lavage avec la solution
d’acétate de sodium (NaOAc). La deuxiéme étape consiste en des lavages successifs du
résidu a I’alcool isopropylique pour enlever I'excés de sodium. Enfin, la troisiéme étape
est un dernier lavage destiné, cette fois-ci, 4 récupérer le sodium en le remplagant par
I’ion ammonium (NH,") contenu dans la solution d’acétate d’ammonium (NH;OAc). Le
sodium qui a occupé les sites vacants des cations échangeables est ensuite dosé par

absorption atomique (voir annexe II).
7) Capacité tampon

La capacité tampon d’un résidu indique sa résistance a la variation de pH. Elle traduit la
variation du pH en fonction de quantités croissantes d’acide ajoutées au résidu. Pour
chaque échantilion de résidu, 10 ml de concentrations différentes d’acide nitrique
(HNO:s) ont €1é ajoutés a S g de résidu humide (dont la teneur en eau a été évaluée pour
exprimer les résultats par kg de résidu sec). Les concentrations utilisées sont de 0, 0,01,
0,02, 0,05, 0,1, 0,2, 0,5 et | M. Les mélanges sol/acide ont été soumis 4 une agitation de
30 min, puis ont reposé pendant 48h avant la lecture du pH. Un témoin a été réalisé sans
résidu en suivant exactement la méme procédure employée avec résidu. La quantité
d’acide introduite est exprimée en cmoles H'/kg résidu sec (voir le détail de la méthode

a I’'annexe VIII, PE 32-E) (Zagury, 1997).

2.3.1.2 Concentration et spéciation des cyanures

La concentration et la spéciation des cyanures contenus dans le résidu minier a été
réalisée sur tous les échantillons. Certains échantillons étaient en condition saturées en
eau. Cette eau a été séparée du solide puis analysée. Les paramétres évalués dans le
solide sont les suivants : les cyanures totaux (CNy), les cyanures facilement dissociables

(CNwap) et certains éléments chimiques (Al, Cd, Ca, Co, Cu, Fe, Pb, Mg, Mn, Ni, K,
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Ag, Na, Zn). Dans la matrice eau, les paramétres analysés sont les cyanates (CNO), les

thiocyanates (SCN"), les cyanures totaux et les cyanures facilement dissociables (WAD).
1) Dosage des cyanures totaux

Le dosage des cyanures totaux, dans l'eau et dans le résidu, a été réalisé selon la
méthode 4500-CN C de Standard Methods (APHA et al., 1998). Cette méthode permet
de doser les cyanures libres, la totalité des cyanures alcalins et faiblement complexés et
une fraction importante des cyanures fortement complexés (SAD). Cependant, les
cyanures complexés avec I'or, le palladium et le platine ne sont pas complétement
récupérés. Les cyanates, thiocyanates et les chlorures de cyanogénes ne sont pas, non

plus, dosés par cette méthode.

Le principe de la méthode 4500-CN° C est simple. L’échantillon d’eau ou de solide
additionné d’eau distillée est acidifié a 1’acide sulfurique. Du chlorure de magnésium
(MgCly) est ajouté comme catalyseur pour aider la dissociation des métallo-cyanures.
L’échantillon est ensuite distillé par chauffage a reflux pendant environ 1 h, puis le HCN
qui se volatilise de la matrice est capté sous forme de CN™ non volatil dans une solution
de NaOH. Les CN" sont, par la suite, dosés par une méthode appropriée qui, dans notre
cas, est la colorimétrie (méthode 4500-CN E de Standard Methods, APHA et al., 1998).
Les ions cyanures, présents dans la solution de NaOH, réagissent avec la chloramine-T
(C7H;CINaO;S) pour former le chlorure de cyanogéne (CNCI), lequel réagit a son tour
avec la pyridine (CsHsN) et I’acide barbiturique (C4HsN,0;) pour former un complexe
de couleur rouge-bleu. La concentration en ions cyanures de I'échantillon est ensuite

déterminée par spectrométrie visible 4 une longueur d’onde de 580 nm.

La méthode 4500-CN" C, comme toute autre méthode d’analyse, ne met pas i 1'abri des
interférences. Les sulfures, les nitrates et les nitrites sont les éléments qui interférent le

plus dans le dosage des cyanures totaux. Cependant, des mesures correctrices ont €té
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prévues par la méthode 4500-CN° C pour pallier ce probléme. Ainsi, pour précipiter les
sulfures, du carbonate de plomb (PbCO;) est additionné i 1’échantillon, et pour éliminer
les nitrates et les nitrites, 2 g d’acide sulfamique (NH,SO;H) sont ajoutés dans le ballon

a distillation.

L’inconvénient majeur de cette méthode se manifeste lors du dosage des cyanures totaux
dans un solide. L’acidification de la suspension de solide aide effectivement a la
dissociation des complexes cyanurés en libérant le CN, qui par la suite, se volatilise
sous forme de HCN. Cependant, un milieu acide ne favorise pas la solubilisation des
cyanures fortement complexés (SAD). Ces demniers restent adsorbés i la matrice méme
apreés 1 h de distillation. Par contre, i pH trés alcalin, ces complexes sont solubles (Theis
et al., 1994; Young et Theis, 1991). Une étape préliminaire de lixiviation du solide dans
une solution de 10% de NaOH, comme le suggére APHA et al. (1998) dans Standard
Methods, devrait & notre avis étre obligatoire avant I’application de la méthode 4500-
CN.

2) Dosage des cyanures facilement dissociables (WAD)

La méthode 4500-CN I de Standard Methods (APHA et al., 1998) permet de mesurer
les cyanures libres et faiblement complexés. Ainsi, les cyanures complexés avec le fer,
le cobalt, I’or et le nickel ne sont pas dosés par cette méthode. Le principe de cette
méthode est identique 2 celui des cyanures totaux (4500-CN” C) i I’exception des points
suivants: I’acide sulfamique n’est pas ajouté parce que les ions nitrite et nitrate
n’interferent pas dans ce cas; un tampon acétate et de 1’acétate de zinc sont ajoutés i la
matrice & analyser au lieu de I'acide sulfurique et des chlorures de magnésium. Dans
cette méthode le HCN est libéré d’une solution légérement acide (pH 4,5 a 6,0). Le
tampon acétate utilisé contient un sel de zinc pour précipiter les ferrocyanures et ainsi

augmenter la sélectivité de la méthode. 11 faut noter que toutes les analyses de cyanures
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totaux et de cyanures WAD ont été réalisées par le laboratoire accrédité Maxxam
Analytique.

3) Dosage des CNO', des SCN et des métaux

Les cyanates et les thiocyanates ont été dosés respectivement selon la méthode 4500-CN
L et 4500-CN° M de Standard Methods (APHA et al, 1998). Ces analyses ont été

exécutées par la corporation des services analytiques Philip.

Le balayage de métaux par ICP (Inductively Coupled Plasma) a été réalisée par le
laboratoire Maxxam et par la corporation Philip. La méthode ICP, une technique
analytique simultanée ou séquentielle, permet de détecter un grand nombre de métaux a
des concentrations allant jusqu’a une limite de détection de 1 mg/kg dans un solide aprés
digestion a I’acide nitrique (/6N) (informations obtenues de la compagnie Maxxam).
Cette technique comporte principalement une source d’atomisation et d’excitation,
ensuite un spectrométre permet de mesurer les intensités lumineuses a des longueurs
d’onde données, et enfin, un ensemble informatique contréle les différentes séquences
d’analyse (Dumestre, 1995). Le balayage ICP avait pour but de doser les métaux qui

sont susceptibles de réagir avec les cyanures pour former des complexes.
2.3.2 Caractérisation microbiologique

Dans le but d’estimer I'abondance microbienne et le type de micro-organismes présents
dans le résidu, une caractérisation microbiologique a été réalisée. Des dénombrements
de la microflore indigéne du résidu, comprenant les hétérotrophes totaux, les micro-
organismes tolérants et dégradeurs ont été réalisés sur les 6 échantillons (Yv6 ans (1),
Yv6 ans (0,2), Dy9 ans (1), Dy9 ans (0,2), Dy3 mois (1), Dy3 mois (0,2)). Les trois
dénombrements ont été faits par la méthode du comptage sur boite de Pétri, appelée

méthode des comptes viables.



55

1) Dénombrement des hétérotrophes totaux

Le dénombrement des hétérotrophes totaux représente un compte total de micro-
organismes présents dans le résidu. Il a été obtenu en offrant i la microflore un milieu
non sélectif complet en nutriment et en source de carbone facilement assimilable qui est
le Tryptic Soy Broth (TSB) (500 g, 0862-17-8 DIFCO laboratories, Detroit MI 48232-
7058, USA) (voir tableau 2.1). Cette méthode est basée sur celle de «Cultural methods
for soil microorganisms» tiré de Hendershot et al. (1993b), et elle consistait i extraire
les micro-organismes de 10 g de résidu dans une solution saline (0,85%, p/v). Cette
extraction qui représente la premiére dilution, a été ensuite diluée 4 ou 5 fois pour
pouvoir compter des colonies distinctes. Les micro-organismes, qui se retrouvent dans la
solution saline ont été inoculés sur la gélose (stérilisée par autoclavage pendant 30 min a
120 °C, puis refroidie & 4°C durant 24 h dans les boites de Pétri). Ces demicres ont par
la suite été inoculées puis incubées a 28°C pendant une période de 4 semaines, le
premier comptage a eu lieu aprés 7 jours d’incubation et le deuxiéme aprés 15 jours. Le
comptage a été fait 2 1’eil au moyen du compteur Québec. Seules les boites contenant
entre 30 et 300 colonies ont servi & énumérer une population. Chaque colonie qui se
développe est présumée étre issue d’une unité viable, soit un seul organisme ou bien un
groupe d’organismes. Les résultats sont exprimés en UFC/g de résidu sec (UFC étant

Unité Formant des Colonies).

2) Dénombrement des micro-organismes tolérants et dégradeurs

Le dénombrement des micro-organismes tolérants consistait a faire pousser des micro-
organismes sur un milien complet (TSB) additionné d'une concentration de cyanures
sous forme de KCN. Cette technique, comme son nom I'indique, a été réalisée dans le
but de savoir s’il existe parmi la microflore indigéne du résidu des micro-organismes
tolérants aux cyanures, et de ce fait, capables de croitre en leur présence. Un autre milien

ol les cyanures ont été ajoutés comme source unique de carbone dans I’agar noble (agar
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bactériologique OXOID, S00 g code L1l UNIPATH LTD, Hampshire, England)
additionné d’une solution minérale (MSM) était destiné & déterminer I'existence de
micro-organismes dégradeurs capables d’utiliser les cyanures comme source unique de

carbone. La composition des milieux non sélectif et sélectif est résumée dans le tableau
2.L

Tableau 2.1 Composition des milieux de culture non sélectif et sélectif utilisés pour le

dénombrement des hétérotrophes totaux et des micro-organismes tolérants et dégradeurs

Milieu non sélectif :
Hétérotrophes totaux : Tryptic Soy Broth (3g/1) + agar purifié (15g/1)

Milieu sélectif :

Micro-organismes tolérants: Tryptic Soy Broth (3g/1) + agar purifié (15g/1)
+CN (23mgNh)

Micro-organismes dégradeurs: Agar noble (15g/1) + MSM + CN" (23mg/1)

Le MSM comprend la source d’azote, de phosphore et des oligo-éléments, il est utilisé
par la chaire CRSNG en assainissement et gestion des sites, et posséde la composition

suivante. Pour | litre de milieu nutritif, sont ajoutés :

NaH,PO,.H;0 0,88 g 6,37 10°M
K;HPO, 2,26¢ 1,29 10°M
(NH4)2S0, L,10g 8,3210°M
MgS0,.7H,0 0,08 g 32510°M
NaNO; 1,00 g 1,18 10*M

Et 1 ml d’une solution contenant les métaux traces suivants a aussi été ajouté.

Co(NO»),.6H;0 0,29 g/l 10°M
AlS04),.12H,0 047 gl 10° M
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CuSO, 0,15 g/ 10° M
ZnS0,4.7TH,0 0,29 g/l 10° M
FeS0,4.7TH.0 287 gN 10°M
MnSO,.H;0 1,69 g/ 10°M
Na,Mo0042.2H,0 0,48 g/ 20102 M

La technique de dénombrement des micro-organismes tolérants et dégradeurs, adaptée
aux cyanures, a été développée au cours de ce projet, en se basant sur des travaux
antérieurs (Dumestre, 1995). Cette méthode est basée sur le méme principe que celui du
dénombrement des hétérotrophes totaux. Cependant, elle difféere dans I'étape de
préparation du milieu nutritif. Le pH du milieu utilisé, normalement tamponné a pH 7.0,
a été augmenté jusqu’a 9,2 pour préserver le plus possible les cyanures ajoutés: le
milieu, sous une agitation magnétique, a été basifié jusqu’a pH = 9,0 avec quelques
gouttes d’une solution de NaOH (10N) stérilisée par filtration (0,45 pm). Par la suite, la
solution de cyanures (23 mg/l), dont le pH a ét€ augmenté a 12, a été additionnée au
milieu aprés sa stérilisation par filtration 3 0,45 pm. Le pH final était alors 9,2.
L’ajustement du pH a €té effectué aprds autoclavage de la gélose (Gerhardt et al., 1981)
a I’aide de I'électrode Orion stérilisée a I’acide (pH < 2,0).

Le choix du pH = 9,2 a été fixé selon deux parametres : (1) I’objectif du projet ot il
fallait respecter le pH initial du résidu (proche de la neutralité pour les vieux résidus),
donc il fallait choisir un pH pas trop basique, (2) la volatilisation qui est fonction du pH,
plus ce dernier est basique et plus la volatilisation est minime. II est i noter que le pH
9,2 ne garantissait pas la préservation totale de la concentration initiale des cyanures
libres ajoutés, puisque a ce pH les quantités de HCN et de CN™ sont équimolaires. Pour
cette raison, un calcul théorique, basé sur la loi de conservation de la masse dans un
systéme ferm¢, a été réalisé afin d'estimer la quantité approximative de HCN susceptible
de se volatiliser. En soustrayant cette donnée 2 la quantité initiale de cyanures ajoutés,

la concentration finale dans la gélose était plus ou moins connue. De cette fagon pour,
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par exemple, obtenir une concentration finale de 10 mg/kg de cyanures libres dans la
gélose, il faut en prévoir plus au moment de I’ajout dans les milieux de culture (pour
plus de détails voir PE P33-C a I'annexe IH). De plus, pour vérifier la présence des
cyanures dans le milieu, un échantillon de gélose a été analysé pour les cyanures totaux
au moment du coulage sur boite de Pétri. Les résultats ont, effectivement, montré la

présence des cyanures dans le milieu sélectif au jour 0 de I'incubation.

2.4 Résultats et discussion

24.1 Caractérisation physico-chimique

2.4.1.1 Paramétres physico-chimiques

Les paramgtres physico-chimiques évalués pour les vieux résidus (Yv6 ans (1), Yv6 ans
(0,2)) et (Dy9 ans (1), Dy9 ans (0,2)) provenant respectivement des deux sites fermé et
opérationnel sont indiqués au tableau 2.2. Ceux des résidus frais (Dy3 mois (1) et Dy3
mois (0,2)) sont résumés dans le tableau 2.3.

1) Température, pH

Les résultats de température obtenus pour les différents échantillons de vieux résidus,
présentés au tableau 2.2, sont semblables. 11 faut rappeler que ces échantillons ont été
prélevés dans la méme période de 1’année, soit au mois d’octobre. Les températures des
échantillons Yv6 ans (1), Yv6 ans (0,2), Dy9 ans (1) et Dy9 ans (0,2) sont de [1,2, 6,3,
10,7 et 9,6 respectivement. Le pH révéle une valeur proche de la neutralité pour les
quatre échantillons. Le pH réalisé avec I'eau désionisée est en moyenne de 8,3, 7.6, 7.4,
7.3 respectivement pour Yv6 ans (1), Yv6 ans (0,2), Dy9 ans (1) et Dy9 ans (0,2). Le pH

réalisé avec la solution de chiorure de calcium (CaCly) révéle des valeurs légérement
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plus faibles que celles obtenues avec I'eau, soiemt 7.5, 7.2, 7.1, 7,09 dans I'ordre
respectif des échantillons. Ces valeurs seraient une condition favorable pour une

éventuelle activité bactérienne qui joue un grand rle dans 1’ atténuation naturelle.

D’autre part, la température obtenue pour les échantillons des résidus frais (Dy3 mois
(1) et Dy3 mois (0,2)) est respectivement de 20 et 22 °C (voir tableau 2.3). Cette valeur
est due A la période d’échantillonnage qui se situe au mois de juillet. Le pH de ces deux
échantillons s’est avéré plus élevé que celui des vieux résidus. Il est en moyenne de
10,6 et 10,5 respectivement pour Dy3 mois (1) et Dy3 mois (0,2) lorsqu’il a été réalisé
avec I'ean. Le pH réalisé avec la solution de chlorure de calcium donne des valeurs
semblables soient, de 10,0 et 10,1 dans I'ordre respectif des échantillons. Le pH basique
des résidus frais s’explique par le pH opérationnel du procédé CIP/CIL qui est de i’ordre
de 10,5. Avec le temps, ce pH diminue graduellement sous I’effet des pluies acides et de
la dissolution du CO; (Smith et Struhsaker, 1987; Simovic ef al., 1994). La diminution
du pH des résidus miniers alcalins a déja été rapportée par Engelhardt (1985) ot il a noté
une décroissance du pH de 10,5 2 9 en ’espace de 24 mois.

2) Matiére organique (MO) et pourcentage d’humidité (%H,0)

Le contenu en matiére organique et en eau sont trés comparables dans les vieux résidus
et les résidus frais. Le pourcentage en matiére organique est, en moyenne, de 0,8%,
2,1%, 3,0% et 3,2% dans les échantillons Yv6 ans (1), Yv6 ans (0,2), Dy9 ans (1) et Dy9
ans (0,2) respectivement, alors que dans les échantillons des résidus frais il est de 2,6%
et 2,4% respectivement pour Dy3 mois (1) et Dy3 mois (0,2). Ces valeurs sont
considérées faibles en comparaison avec les sols en général (Chatwin et Hendrix, 1988),
mais elles sont normales pour un résidu minier. Les résultats du contenu en matiére
organique, dans les sols arides de I’Ouest Américain, obtenus par Chatwin et al. (1988)
était en moyenne de 0,6%.
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Le contenu en eau est en moyenne de 20,9%, 23,1%, 24,3%, 26,9%, 21,7 et 20,8%
respectivement dans les échantillons Yv6 ans (1), Yv6 ans (0,2), Dy9 ans (1), Dy9 ans
(0,2), Dy3 mois (1) et Dy3 mois (0,2). Ces valeurs sont assez considérables pour

supposer des conditions favorables a 1a présence des micro-organismes dans le résidu.

3) Granulométrie

La granulométrie obtenue pour Yv6 ans (0,2) est de 28,3% sable, 71% limon et 0,7%
argile, et celle de Dy9 ans (0,2) est de 6% sable et 94% limon. En ce qui concerne les
résidus frais, la granulométrie obtenue pour Dy3 mois (0,2) est de 2,5% argile, 69,5%
limon et 28% sable. Ces échantillons sont majoritairement constitués de limon (situé
entre 0,002 et 0,075 mm).

4) Capacité d’échange cationique (CEC)

La valeur moyenne de la capacité d’échange cationique (CEC) dans les quatre
échantillons des vieux résidus (Yv6 ans (1), Yv6 ans (0,2), Dy9 ans (1) et Dy9 ans (0,2))
est, respectivement, 54,0, 34,9, 24,3 et 35,4 meq/100g de résidu sec. La CEC de ces
échantillons est normale étant donné la granulométrie qui est composée principalement
de limon. Ce demnier offre une grande surface spécifique, et de ce fait une grande
capacité d’adsorption cationique (Buckman et Brady, 1969).

La CEC est trés faible dans les échantillons des résidus frais par rapport a celle constatée
dans les échantillons des vieux résidus, elle vaut en moyenne 2,3 et 2,9 meg/100g de
résidu sec pour Dy3 mois (1) et Dy3 mois (0,2) respectivement. Cela est dd
probablement  la différence de constituants dans la composition du minerai.



Tableau 2.2 Paramétres physico-chimiques des vieux résidus

Paramétres * Yv6ans Yv6ans Dy9%ans Dy9ans
@ 0,2) (LY 0,2)
T° (°C) 11,2 6,3 10,7 9,6
pH (eau) 83+0,1 76201 7401 73x0,l
pH (CaCly) 75+¢01 7201 71201 7,120l
MO (%) 08+03 2,103 30+£02 32x02
H,0 (%) 209+1,1 231£02 243x03 2690,

CEC (meg/100 g résidu sec) 540+£58 34999 243x18 354%6,1

Granulométrie Yv6 ans (0,2) Dy9 ans (0,2)
28,3% sable, 71% limon, 6% sable, 94% limon
0,7% argile

Tableau 2.3 Paramétres physico-chimiques des résidus frais

Paramétres * Dy3 mois (1) Dy3 mois (0,2)
T° (°C) 20 22
pH (eau) 10,6 £0,1 10,5+0,1
pH (CaCl) 10,0+0,1 10,1 0,1
MO (%) 26+02 2401
H,0 (%) 21,7+0,2 208=1,1
CEC (meq/100 g résidu sec) 23206 28x03
Granulométrie Dy3 mois (0,2)

2,5% argile, 69,5% limon,

28% sable

? les résultats sont présentés sous forme de moyenne + écart type (n = 3)
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5) Capacité tampon

Les résultats de la capacité tampon des six échantilions sont donnés sous forme de
graphique représentant la variation du pH en fonction de quantités croissantes d’acide
nitrique ajouté. La capacité tampon est une mesure qualitative, elle donne une idée
globale de la résistance du résidu a la variation du pH. Une légére résistance dans
I'intervalle 0-100 cmol de H'/kg de résidu sec est observée en comparant les courbes des
six échantillons avec le témoin (réalisé sans résidu) (voir figure 2.1). A partir de la
valeur de 100 cmol H'/kg de résidu sec, ces échantillons se comportent comme le
témoin, c’est-d-dire ils n’offrent aucune résistance. Les échantillons Yv6 ans (1), Yv6
ans (0,2) présentent une résistance un peu plus élevée que le reste des échantillons dans
I'intervalle 50 et 150 cmol H'/kg de résidu sec mais, leur pH converge tout de méme
vers O dans cet intervalle. Les six échantillons ont donc une faible capacité tampon. Ce
résultat pourrait aussi expliquer la différence de pH observée entre les résidus frais

(pH=10) et les vieux résidus (pH neutre).

Capacité tampon
12 *
10
8
T s
. —@=—Yv6 ans (1)
——Yv6ans (0,2)
2. -0~ Dydans (1)
) —e—Dy9ans (0.2)
, v _ —&—Dy3 mois (1)
a
50 100 150 200 250 300 e ya mois (0.2)

Quantité d'acide ajoutée (cmol de H'/kg de résidu sec)  _a— Témoin

Figure 2.1 Capacité tampon des vieux résidus et des résidus frais.
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2.4.1.2 Concentration et spéciation des cyanures

Les résultats de la caractérisation chimique des échantillons des vieux résidus et des
résidus frais sont résumés dans les tableaux 2.4 et 2.5. Les CNrt dans les résidus frais se
sont avérés beaucoup plus élevés par rapport a4 ceux dans les vieux résidus. La
concentration en CNr dans la phase solide est en moyenne de 22 et |7 mg/kg
respectivement pour Dy3 mois (1) et Dy3 mois (0,2), alors que celle évaluée dans la
phase solide des vieux résidus est en moyenne de 2,4, 4,8, 3,4 et 2,4 mg/kg pour Yv6 ans
(1), Yv6 ans (0,2), Dy9 ans (1) et Dy9 ans (0,2) dans I’ordre respectif des échantillons.

Les CNwap évalués dans les résidus frais sont en moyenne de 2.8 et 3,2 mgkg
respectivement pour Dy3 mois (1) et Dy3 mois (0,2), alors que ceux dans les vieux
résidus sont inférieurs 2 la limite de détection (<0,05 mg/kg). La concentration en CNy
dans les vieux résidus et les résidus frais est grande comparativement i celle des CNwap.
Ceci montre que le résidu est majoritairement contaminé par des complexes de cyanures
(cyanures difficilement et/ou partiellement dissociables). L’absence des CNwap dans les
vieux résidus révéle qu’ils ont probablement disparu du solide a cause de la longue
durée d’entreposage. Des résultats semblables ont été observés par Church et Boyle
(1990) sur des vieux résidus. Les auteurs ont alors suggéré que la disparition des
cyanures libres aurait été produite suite 3 des mécanismes de volatilisation ou de

transformation en complexe.

Les concentrations en SCN°, CNOQ', CNt et CNwap dans la matrice eau sont de 270 et
300 mg/l en SCN', de 98 et 93 mg/l en CNO', de 130 et 110 mg/l en CNretde 110 et 23
mg/l en CNwap respectivement pour les échantillons des résidus frais Dy3 mois (1) et
Dy3 mois (0,2) (tableau 2.5). En revanche, les concentrations des mémes paramétres
sont inférieures a la limite de détection dans les échantillons Yv6 ans (1) et Yv6 ans
(0,2), sauf dans le cas des thiocyanates (SCN") dans I’échantillon Yv6 ans (1) dont la
concentration est de 41 mg/l. La présence des thiocyanates 2 cette profondeur (1 m) est



probablement due aux mécanismes anaérobies, parmi ces mécanismes la biodégradation
anaérobie est la plus probable a cause du vieil dge des résidus (Smith et Struhsacker,
1987). Les échantillons Dy9 ans (1) et Dy9 ans (0,2) ne contenaient pas de I’eau, c’est
pourquoi elle n’a pu étre analysée. Les concentrations élevées en SCN’, CNO’, CNr et
CNwab, dans la matrice eau, observées dans Dy3 mois (1) et Dy3 mois (0,2) montrent
probablement que les cyanures dans ces résidus sont lixiviables et sont sujets, par la
suite, & des phénoménes d’oxydation et de réaction avec les sulfures. La comparaison
des concentrations en SCN’, CNO", CNt et CNwap des échantillons d’eau recueillis a 1
m avec ceux prélevés a 0,2 m ne permet pas de déduire une corrélation, d’autant plus
que ces concentrations ne sont pas représentatives en fonction de la profondeur des

résidus  cause de la qualité de I’échantillonnage.

Comme remarque générale, les CNwap et les CNt dans la phase solide et liquide
semblent avoir été atténués dans le temps comme l'ont observé antérieurement
Engelbardt (1985), Smith et Mudder (1991) et Church et Boyle (1990). Ces auteurs ont
observé une diminution temporelle des concentrations des cyanures contenus dans des

résidus miniers (voir paragraphe 1.5.3).



Tableau 2.4 Concentration des espéces cyanurées des vieux résidus

Paramétres Yv6ans (1) Yv6ans(0,2) Dy9ans (1) Dy9 ans (0,2)

1. résidu
CNy (mg/kg) 24%03 4805 3403 24+03

CNwap (mg/kg) <05 <0,5 <0.,5 <05
2. eau Yv6 ans (1) Yv6 ans (0,2)
CNO" (mgfl) <05 <0,5
SCN" (mg/) 410 <0,5
CNy (mg/l) 0,94 <0,01
CNwap (mg/l) <0,01 <0,01

Tableau 2.5 Concentration des espéces cyanurées des résidus frais

Paramétres Dy3mois (1)  Dy3 mois (0,2)
1. résidu °

CNr (mg/kg) 220+1,0 170+ 1,7
CNwap (mg/kg) 2805 3,1£06
2.eau Dy3mois (1)  Dy3 mois (0,2)
CNO" (mg/) 98 93
SCN™ (mg/M) 270 300
CNy (mg/) 130 110
CNwap (mg/1) 110 23

® les résuitats sont préseniés sous forme de moyenne & écant type (n =3)
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Les concentrations en métaux et alcalins déterminées dans les 6 échantillons (Yv6 ans
(1), Yv6 ans (0,2), Dy9 ans (1), Dy9 ans (0,2), Dy3 mois (1) et Dy3 mois (0,2)) sont
présentées dans le tableau 2.6. La concentration en fer est élevée dans tous les
échantillons et varie de 34000 a 61000 mg/kg, d'oli la présence probable de complexes
fer-cyanures. La présence du cuivre, du nickel et du cobalt suggére aussi I’association
possible avec les cyanures pour donner lieu aux complexes (Theis et al., 1994). Les
autres métaux qui complexent les cyanures comme le cadmium et le zinc sont aussi
présents a des concentrations non négligeables. Cependant, ces métaux, dont la plupart
constituent des métaux lourds, ne dépassent pas le critére C de la politique de protection
des sols et de réhabilitation des terrains contaminés du MENV (MENYV, 1999), sauf le
cuivre dans le cas des vieux résidus.

Tableau 2.6 Concentration (mg/kg) en élément minéraux dans les vieux résidus et les

résidus frais

Vieux résidus Résidus frais

Echantillons Yv6ans Yv6ans Dy9ans Dy9ans Dy3 mois Dy3 mois

(0.2) ) 0,2) (1) 0.2) )
Aluminium 6200 9100 9300 8900 4600 5000
Cadmiun 2A-B 13B-C ND ND ND ND
Calcium 27000 19000 12000 12000 9300 9100
Cobalt 59B-C 25 A-B 17 A-B 17 A-B 8.8<A 13<A
Cuivre 2100>C  2100>C 930>C 610>C 440B-C 450B-C
Fer 61000 46000 52000 53000 34000 42000
Plomb 110 A-B 85 A-B 2I<A 20<A 21<A 28<A
Magnésium 13000 10000 9200 8900 3900 4200
Manganése  390<A 450<A 340<A 310cA  290<A  300<A
Nickel 110B-C 41<A 8<A 9<A 4.8<A 59<A
Potassium 710 1500 1900 1500 890 980
Argent ND ND ND ND ND ND
Sodium 130 430 140 180 230 250
Zinc 99<A 170A-B 100A-B  220A-B 97<A 91<A

Note : les critéres A, B, C du MENV (1999) sont donnés A titre indicatif
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24.2 Caractérisation microbiologique
1) Dénombrement des hétérotrophes totaux

La figure 2.2 montre le compte microbien des hétérotrophes totaux pour les vieux
résidus. Le plus grand nombre d'unités formant des colonies a été observé dans
I’échantillon Yv6 ans (0,2) qui vaut (1,03 £ 0,24) x 10° UFC/g de résidu sec (0,24 étant
la valeur de I'écart type obtenu avec 6 réplicats). En ce qui concerne les autres
échantillons, leurs populations se situent entre 10 et 10° UFC/g et valent (1,02 £ 0,72) x
10°, (5,51 £0,53) x 10°* et (8,25 £0,31) x 10* UFC/g de résidu sec respectivement pour
Yv6 ans (1), Dy9 ans (1) et Dy9 ans (0,2). Les écarts type montrent que les résultats sont
trés reproductibles.

Le dénombrement bactérien des hétérotrophes totaux réalisé sur les résidus frais (Dy3
mois (1) et Dy3 mois (0,2)) n’a montré aucune présence de micro-organismes. Méme
aprées un temps d’incubation assez long, d’'un mois environ, les micro-organismes
n’étaient toujours pas apparus. La méme observation a €té faite par Dumestre (1995)
lorsqu’il a réalisé un dénombrement des hétérotrophes totaux sur des nouvelles vieilles
brasques n’ayant pas été déposés en décharge. Ce dénombrement ne révélait aucun
peuplement microbien dans ces résidus. Par ailleurs, le méme dénombrement a été
effectué sur des brasques en décharge depuis 40 ans et a montré la présence d’environ
10** UFC/g (Dumestre, 1995).

2) Dénombrement des micro-organismes tolérants et dégradeurs

Les micro-organismes des vieux résidus ne semblent pas avoir été affectés par la
présence des CN et par ’augmentation du pH (de 7,0 2 9,2) comme le montre le
dénombrement des micro-organismes tolérants dans la figure 2.3. Le nombre de colonies
retrouvé dans les échantillons Yv6 ans (0,2), Dy9 ans (1) et Dy9 ans (0,2) est
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respectivement de (4,83 = 1,80) x 10°, (6,46 = 1,50) x 10% et (3,14 + 2,34) x 10° UFC/g.
Le nombre de micro-organismes tolérants dans ces trois échantillons est
significativement plus petit que celui des hétérotrophes totaux au niveau de confiance de
95%. Le test de Student a été utilisé pour la comparaison. Cependant, I'échantillon Yv6
ans (1) a augmenté de 1,5 log, le nombre de colonie enregistré est de (4,39 £ 1,91) x 10°
UFC/g résidu sec. Cette augmentation est difficile & expliquer, car la population de la
microflore tolérante en présence de cyanures devrait diminuer a cause de leur toxicité,

ou du moins demeurer stable.

Parmi les quatre échantillons des vieux résidus Yv6 ans (1), Yv6 ans (0,2), Dy9 ans (1)
et Dy9 ans (0,2) aucune UFC n’a poussé dans le milieu sélectif pour les micro-
organismes dégradeurs. Il semble donc que la microflore tolérante n’a pas la capacité de
dégrader les cyanures, puisqu’ils ne peuvent pas utiliser ces derniers comme source
unique de carbone. Cependant, il est aussi probable que la méthode utilisée pour le
milien sélectif ne soit pas adéquate pour le dénombrement des micro-organismes
dégradeurs de cyanures. Harris et Knowles (1983) rapportent que des petites
concentrations en cyanures ajoutées au milieu sélectif ne suffisent pas a la croissance
bactérienne, par contre de grandes concentrations lui sont toxiques. Or. une
concentration de 23 mg/l de cyanures libres dans 1’agar a été utilisée. En tenant compte
des pertes par volatilisation, des analyses réalisées par le laboratoire accrédité Maxxam
sur I’agar, au jour 0, ont révélé une concentration en cyanures totaux de 7,22 mg/l. Cette
concentration est trés faible pour les besoins nutritifs des micro-organismes car la teneur
moyenne en carbone dans un milieu nutritif est estimée a 0,65 g/l et celle de I'azote a
0,15 g/ (Dumestre, 1995).

De méme que pour les hétérotrophes totaux, les micro-organismes tolérants et
dégradeurs dans les résidus frais (Dy3 mois (1) et Dy3 mois (0,2)) n'ont pas été
observés. L’absence des micro-organismes dans les résidus frais est probablement due

aux concentrations élevées en cyanures totaux observés dans ces échantillons (variant de
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17 A 22 mg/kg). De plus, le jeune age des résidus porte a croire que la microflore
indigéne n’est pas encore adaptée a son nouveau milieu. Une période d’acclimatation

semble donc nécessaire pour la croissance des micro-organismes.
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Hétérotrophes totaux
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Figure 2.2 Dénombrement des hétérotrophes totaux dans les vieux résidus.
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Figure 2.3 Dénombrement des micro-organismes tolérants dans les vieux résidus.
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2.5 Conclusion

La caractérisation réalisée sur les différents échantillons miniers suggére une évolution
temporelle des propriétés physico-chimiques et biologiques des résidus. La
caractérisation physico-chimique de ces résidus a dévoilé, comme dans des études
antérieures, une diminution du pH et de la concentration des CNy dans le temps. La
concentration des CNr dans les résidus frais (Dy3 mois) est supérieure a celle des
CNwap laissant supposer que ces résidus sont majoritairement contaminés avec des
cyanures particllement et/ou fortement complexés. La présence des cyanates et des
thiocyanates dans la phase aqueuse des résidus frais est la preuve que les cyanures

évoluent dans des formes moins toxigues.

La caractérisation microbiologique a montré I’absence totale de micro-organismes dans
les résidus frais et ce pour les deux milieux étudiés : non sélectif (hétérotrophes totaux)
et sélectif (micro-organismes tolérants et dégradeurs). En revanche, les hétérotrophes
totaux et les micro-organismes tolérants se sont développés en nombre assez

considérable dans les vieux résidus, mais aucun microorganisme dégradeur n’a été
détecté.

Les caractéristiques physico-chimiques et microbiologiques des vieux résidus, igés de 9
et 6 ans et prélevés sur deux sites miniers, sont semblables et ne montrent pas de
différence majeure dans les concentrations des cyanures et dans le dénombrement
bactérien. La caractérisation physico-chimique et microbiologique sur les trois
échantillons Yv6 ans, Dy9 ans et Dy3 mois a montré des résultats similaires pour les

deux profondeurs (0,2 et | métre).

La diminution des concentrations de cyanures et du pH des résidus ne renseigne pas sur
leur devenir dans I’environnement. Cette diminution pourrait avoir deux origines : soit

que les cyanures ont été sujets  des phénomenes de transport ou bien ils ont subi des
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phénomeénes de transformation. Par exemple, il se peut que la concentration ait décru 2
cause d’un simple lessivage suivi d’une migration vers des nappes aquiféres ou vers des
cours d’eau. Il est aussi possible que les cyanures aient subi des phénoménes chimiques
et biologiques de dégradation ou de transformation en des produits moins toxiques. Dans
le but de vérifier cette hypothése, plusieurs expériences, comprenant des tests de
lixiviation, de biodégradation et de volatilisation, ont été réalisées. Les résultats de ces

essais sont présentés aux chapitres 3, 4 et 5 respectivement.
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CHAPITRE 3

3 ETUDE DE LA DISSOLUTION DES CYANURES

3.1 Introduction

Suite 2 la caractérisation approfondie qui a montré une évolution des propriétés physico-
chimiques et biologiques des résidus, trois phénoménes d’atténuation naturelle, soit la
dissolution, la biodégradation et la volatilisation, ont été étudiés pour comprendre
Porigine de la diminution de la concentration des cyanures. Le présent chapitre aborde
I’étude de la dissolution des cyanures en cuvée par des tests de lixiviation. 1l est a noter
qu’afin de respecter I'objectif de ce projet, aucun changement de conditions physico-

chimiques du résidu n’a été effectué. Les tests de lixiviation ont été réalisés dans I'eau

désionisée sans ajout de tampon ou d’autres produits chimiques.

La présente expérience a été entreprise dans le but d’évaluer la fraction soluble des
cyanures contenus dans le résidu et ainsi prédire leur potentiel de mobilisation dans
environnement. Les tests ont été réalisés en triplicata sur les vieux résidus (Yv6 ans
(1), Yv6 ans (0,2), Dy9 ans (1), Dy9 ans (0,2)) et aussi sur les résidus frais (Dy3 mois

(0,2) et Dy3 mois (1)), provenant des deux sites miniers discutés au chapitre 2.

3.2 Matériels et méthodes

Le protocole expérimental des tests de lixiviation est détaillé a 'annexe VII. Ce
protocole est basé sur des études antérieures réalisées par Theis et al. (1994), et Yong et
Theis (1991).

Le principe des tests de lixiviation des cyanures consistait & mettre dans des bouteilles
en verre ambré d’une capacité de 750 ml, une quantité de 130 g de résidu minier et 650
mi d’une solution de 10 % de NaOH (APHA et al, 1998; Theis et al., 1994). En
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paralléle et en triplicata, une méme quantité de résidu a ét€ mise en contact avec de I’eau
désionisée dans les mémes bouteilles et en maintenant toujours le ratio solide-liquide de
1:5 (Ray, 1984; Theis et al., 1994). Les bouteilles ont été soumises a une agitation
rotative & 30 rpm (MENV, 1985). Le pH de I'eau utilisée était en moyenne de 6,4 et
variait de £ 0,5 d’un échantillon & I’autre. L’expérience s’est déroulée a température
ambiante (24 £ 1°C) pendant une période totale de 48 h. Cette période a éié fixée en se
basant sur les travaux de Yong et Theis (1991} ot I'équilibre de désorption des cyanures
A partir d’un sol était atteint 3 48 h. Des échantilions d’eau et de soude ont été prélevés a
24 h et 48 h, ils ont été filtrés sur 0,45 pm puis dosés pour les CNr. De plus, a la période
de 48 h, les échantillons d’eau ont été analysés pour les CNwap. Le pH a été suivi au
temps O h, 24 h et 48 h. Les cyanures totaux (CNt) et les cyanures facilement
dissociables (CNwap) ont été analysés dans la phase liquide par le laboratoire externe
Maxxam en utilisant respectivement les méthodes 4500-CN° C et 4500-CN [ de
Standard Methods (APHA et al., 1998). Les résultats des CNr extraits a la soude servent
de comparaison avec ceux des CNr solubilisés dans |’eau. Les cyanures dosés dans la
soude représentent la quantité maximale de CNt pouvant éire extraite du résidu, puisque
les cyanures fortement complexés sont trés solubles a pH alcalin. Les CNwap ont €té
évalués dans le but de savoir si I’on retrouve parmi les cyanures solubles, des cyanures

faiblement complexés et facilement utilisables par les micro-organismes.

Afin de rejoindre I’objectif de cette expérience qui est I'étude de I’atténuation naturelle,
il fallait faire I'extraction des cyanures dans I’eau désionisée sans ajout de tampon ou
d’autres produits chimiques. Il faut mentionner que I’extraction en cuvée utilisée pour
les tests de lixiviation, ne représente pas le lessivage réel des cyanures au sein de I’amas
de résidu. Cette méthode a ét€ utilisée pour accélérer le temps de contact de I’eau avec le
résidu et ainsi évaluer la fraction maximale de cyanures capable de passer en phase

aqueuse.
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3.3 Résultats et discussion

Les tests de lixiviation étaient destinés 4 déterminer la proportion soluble dans 1’eau de
cyanures contenus les résidus miniers, et ainsi vérifier 1’hypothése que les cyanures
peuvent étre sujets & des phénomeénes de transport qui contribuent a leur atténuation
naturelle. Selon les résultats résumés au tableau 3.1, les échantillons Dy3 mois (0,2) et
Dy3 mois (1) provenant des résidus frais ont révélé un pourcentage trés élevé de
solubilisation, respectivement de I’ordre de 71,8% et 67,7% en cyanures totaux (CNr) et
de 23,6% et 22,4% en cyanures facilement dissociables (CNwap). En revanche, les
cyanures totaux et les CNwap extraits des échantillons Yv6 ans (0,2), Yv6 ans (1), Dy9

ans (0,2) et Dy9 ans (1), provenant des vieux résidus, étaient non détectables.

Les résultats résumés au tableaun 3.1 sont schématisés dans les figures 3.1 et 3.2, celles-ci
représentent des graphiques traduisant la concentration des cyanures totaux (mg/l)
retrouvée dans le liquide (eau ou NaOH) ainsi que la valeur du pH en fonction du temps
d’échantillonnage. La concentration en CNy dans 1’eau désionisée a 48 h pour Dy3 mois
(0,2) et Dy3 mois (1) est respectivement 4,18 et 4,33 mg/l comparativement a 5,8 et 6,4
mg/l dans le NaOH (voir figure 3.1). D’autre part, dans les échantillons des vieux
résidus (Yv6 ans (1), Yv6 ans (0,2), Dy9 ans (1), Dy9 ans (0,2)) la concentration 3 48 h
est non détectable (<0,01mg/1) lors de ’extraction dans I’eau, alors que dans le NaOH
elle est respectivement de I’ordre de 4,8, 1,3, 2,1 et 1,6 mg/l (voir figure 3.2). L’écart
type calculé sur les valeurs des cyanures totanx dans I’extraction a I’eau montre que les
résultats sont trés reproductibles (voir Dy3 mois (0,2) et Dy3 mois (1) 2 la figure 3.1).
Le pH du NaOH était de 13,8 tout le long de I’expérience pour les six échantillons (Dy3
mois (0,2), Dy3 mois (1), Yv6 ans (1), Yv6 ans (0,2), Dy9 ans (1) et Dy9 ans (0,2)).
Cependant, dans la solubilisation a I’eau le pH variait de 9,1 au temps 0 h 2 7,9 au temps
48 h dans le cas des échantillons Dy3 mois (0,2) et Dy3 mois (1), et il se maintenait a

une valeur d’environ 7,5 pour le reste des échantillons.
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Tableau 3.1 Pourcentage de solubilisation des CNt et CNwap dans I'eau

Echantillon  CNyo/CNy (%) ¢ CNwap /CN1 (%) ©

Dy3 mois (0,2) 718 23,6
Dy3 mois (1) 617 22,4
Yvé ans (0,2) N.Q. N.Q.
Yv6 ans (1) N.Q. N.Q.
Dy? ans (0,2) N.Q. NQ.
Dy9 ans (1) NQ. N.Q.

€ Calculé par rapport aux CNy récupérés dans 10% de NaOH 2 la période de 48 h
N.Q. : Non quantifiable

Les résultats de lixiviation des cyanures totaux obtenus n’affichent pas de différence
majeure entre les deux profondeurs (0,2 et | m). En revanche, I'échantillon Yv6 (0,2)
dont les concentrations en CNy dans le NaOH sont de 6 mg/] et 4,8 mg/] respectivement
2 24 et 48 h ne révéle que 1,3 mg/l 4 | m de profondeur aux deux périodes
d’échantillonnage (voir figure 3.2). Les valeurs non quantifiables obtenues dans les

vieux résidus ne permettent pas de comparer ies deux profondeurs (tableau 3.1).

Les résultats de cette expérience montrent que les cyanures des résidus frais sont
facilement lixiviables, par contre ceux contenus dans les vieux résidus ne le sont pas du
tout. Avec le temps, la fraction des cyanures solubles dans les vieux résidus aurait été
dégradée suite 2 des phénoménes de transformation (oxydation, réduction avec les
sulfures, biodégradation), ou encore elle aurait été sujette & des phénomenes de transport
vers des nappes aquiféres et des cours d’eau. L’absence des cyanures solubles dans les
vieux résidus pourrait aussi étre expliquée par I’évolution des cyanures vers des formes
plus stables comme le bleu de Prusse (Fes [Fe(CN)g)s) lesquelles, 2 pH avoisinant la
neutralité, ne sont pas solubles contrairement au pH alcalin (Meeussen et al., 1992b).
L’échantillon Yv6 ans (0,2) de la figure 3.2 supporte bien cette hypothése car a pH 13,8
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en moyenne 5,4 mg/l de cyanures totaux a €t€ retrouvée, alors qu’a pH neutre aucun
cyanure n’a pu étre dosé. Il est de méme pour le reste des échantillons des vieux résidus.
Ceci porte a croire que les cyanures contenus dans ces échantillons sont tous sous la

forme complexe et stable.

L’autre point impontant a soulever est Ia quantité de cyanures réellement présente dans le
résidu qui n’a pas pu étre dosée par la méthode 4500-CN° C de Standard Metheds. Cette
méthode, comme discuté au paragraphe 2.3.1.2 du chapitre 2, présente un inconvénient
quant au dosage des cyanures fortement complexés (CNsap). Ces derniers restent liés a
la matrice si elle n'est pas préalablement soumise & une extraction alcaline. Les
concentrations en cyanures totaux dosées par la méthode 4500-CN C étaient 2,4, 4.8,
3.4, 2.4, 22 et 17 mg/kg respectivement pour Yv6 ans (1), Yv6 ans (0,2), Dy9 ans (1),
Dy9 ans (0.2), Dy3 mois (1) et Dy3 mois (0,2). Les nouvelles concentrations calculées a
partir de I’extraction avec la solution de 10% de NaOH pour les mémes échantillons
sont respectivement 8,6, 31,2, 104, 13,7, 41,6 et 37,7 mg/kg. La différence entre les
deux concentrations pourrait représenter la fraction de cyanures fortement complexée
(CNsap) et les précipités de cyanures, comme le bleu de Prusse, qui & pH acide restent
fortement adsorbés i la matrice (Meeussen et al., 1992b; Theis et al., 1994; Yong et
Theis, 1991).

Le rapport des concentrations des cyanures totaux, détermninées par la méthode 4500-
CN C de Standard Methods, et celles calculées A partir de la lixiviation a 10 % de NaOH
donne les valeurs 0,28, 0,15, 0,33, 0,18, 0,53 et 0,45 respectivement pour Yv6 ans (1),
Yv6 ans (0,2), Dy9 ans (1), Dy9 ans (0.2), Dy3 mois (1) et Dy3 mois (0,2) (tableau 3.2).
Ces valeurs dévoilent la proportion des CNt quantifiable par la méthode 4500-CN C par
rapport aux cyanures totaux réellement présents dans les résidus. Autrement dit, cette
proportion représente la fraction de cyanures qui n'était pas fortement adsorbée a la
matrice. En revanche, les valeurs données dans la derniére colonne du tableau 3.2,

montrent le pourcentage de cyanures qui représenterait les CNsap fortement complexés
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et les précipités de cyanures. On remarque bien que ces valeurs sont plus élevées a 20
cm comparativement 3 | métre de profondeur et ce, pour les six échantillons. Cette
différence s’expliquerait par le phénoméne du lessivage des cyanures qui est plus

important en surface qu’en profondeur.

Tableau 3.2 Comparaison des CNt (mg/kg) estimés par la méthode 4500-CN C avec
ceux extraits dans 10% de NaOH

Echantillon | CNy 4500-CN C CNr (10% NaOH) AB B-A/B*100
{A) (8)
Yv6 ans (0.2) 48 31,2 0,15 84,6
Yv6 ans (1) 24 8.6 0,28 72.1
Dy9 ans (0,2) 24 13,7 0,18 B2.5
Dy3 ans (1) 3.4 104 0,33 67.3
Dy3 mois (0,2 17 37.7 0,45 54,9
Dy3 mois (1) 22 416 0,53 47,1




79

Dy3 mois (0,2)

Cyanures totaux (mgh)
O = N W s o~
$

I cau désionisée
I NaOH (10%)
=gy~ pH échantificn
==3&=pH NaOH (10%)

Dy3 mois (1)

L
L

I
T

Cyanures totaux
(mph)
O 4 N WL OO~

Figure 3.1 Comparaison des cyanures totaux des résidus frais extraits a I’eau désionisée
avec ceux extraits a 10% de NaOH.
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Figure 3.2 Comparaison des cyanures totaux des vieux résidus extraits i I'eau
désionisée avec ceux extraits & 10% de NaOH.
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3.4 Conclusion

Les tests de lixiviation en cuvée ont montré que les résidus frais, recueillis aux deux
profondeurs, possédent un pourcentage élevé de solubilisation des cyanures totaux
lorsque ces derniers ont été soumis a une agitation pendant 48 h. Un pourcentage assez
considérable en cyanures facilement dissociables (CNwap) a aussi été observé dans ces
échantillons. Cependant, dans les quatre échantillons des vieux résidus les CNy et

CNwap €taient non détectables et ce, aux deux profondeurs (0,2 et | métre).

Les cyanures contenus dans les vieux résidus seraient présents sous des formes
complexes ou de précipités. D’autant plus que la spéciation des cyanures a montré
I'absence des CNwap dans ces résidus. Cependant, les cyanures contepus dans les
résidus frais ne sont pas stables et peuvent étre sujets & des phénoménes de transport ou
de transformation. En effet, la présence des cyanates et des thiocyanates dans I'eau des
échantillons de résidus frais, comme il a été montré au chapitre 2, suggére I'implication
de phénomenes de transformation des cyanures en des produits moins toxiques. Les
CNwap présents dans les résidus frais 3 un pourcentage de 22% sont trés réactifs et
seront probablement sujets A des phénoménes de dégradation si les conditions y sont
favorables. Pour vérifier cette hypothése, deux phénoménes de transformation (la

biodégradation et la volatilisation) seront étudiés dans les prochains chapitres.
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CHAPITRE4

4 ETUDE DE LA BIODEGRADATION DES CYANURES

4.1 Introduction

La biodégradation est un phénoméne important dans I’atténuation naturelle des cyanures
puisqu’elle contribue 2 la transformation du polluant en produits non toxiques. Plusieurs
bactéries et champignons (voir chapitre 1) sont capables de dégrader les cyanures. Les
produits de la biodégradation sont alors, selon le type de micro-organismes et d’enzymes

impliqués, le formate, le formamide, le dioxyde de carbone et I’ammoniac.

Les essais de biodégradation proposés dans ce chapitre consistent en une caractérisation
du potentiel de biodégradation des cyanures par la microflore indigeéne des résidus
miniers. Aucune biostimulation, bioaugmentation ou isolement de micro-organismes n’a
donc été effectué. Cette expérience s’attardera, dans un premier temps, 3 |'étude du
potentiel de minéralisation de cyanures libres ajoutés au résidu sous forme de K'*CN et
de KCN et, dans un deuxi¢me temps, au suivi de la biodégradation des cyanures déja
présents dans le résidu. La premiére partie a pour but de connaitre si la microflore
tolérante estimée au chapitre 2 a la capacité de dégrader des cyanures libres en COx.
Dans cette partie, trois concentrations de cyanures libres (0, 5 et 10 mg/kg) ont €€
testées. La deuxiéme partie, par contre, était destinée a suivre la biodégradation naturelle
des cyanures contenus dans le résidu en suivant dans le temps le formate, le formamide,
les cyanures totaux et ’ammoniac. Aucun ajout de cyanures ou modification des

conditions physico-chimiques n’a eu lieu dans la deuxi¢me partie.
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4.2 Matériels et méthodes

4.2,1 Premiére partie : tests de minéralisation

Le protocole détaillé des tests de minéralisation se trouve 3 I’annexe IV, P33-D, et a
I’annexe IX, PSO A10.

Les tests de minéralisation ont été effectués sur les six échantillons : Yv6 ans (1), Yv6
ans (0,2}, Dy ans (1), Dy9 ans (0,2), Dy3 mois (0,2) et Dy3 mois (1). Le pH initial de
ces échantillons était respectivement 8,3, 7,6, 7.4, 7,3, 10,5 et 10,6. Ces tests, réalisés en
triplicata, consistaient 3 suivre le *CO, généré par la biodégradation complite du
K'CN. Le "CO; est ensuite compilé sous forme de pourcentage cumulatif, puis

représenté par des courbes de minéralisation en fonction du temps.

Les tests de minéralisation ont été réalisés suite & des essais préliminaires qui avaient
pour but, dans un premier temps, de vérifier I'existence d’un potentiel de minéralisation
et, dans un deuxiéme temps, de fixer les intervalles d’échantillonnage. Pour ce faire,
quatre essais ont été réalisés sur les échantillons 4 0,2 m de profondeur (Yv6 ans (0,2),
Dy9 ans (0.2), Dy3 mois (0,2)). Les échantillons 4 0,2 m ont éé choisis dans I’espoir
d’obtenir un meilleur potentiel de minéralisation i cette profondeur. Le premier essai
consistait 3 ajouter uniquement du K'*CN (100 000 dpm) (activité spécifique 18,5
mCi/mmol, P6431, 500uCi, Sigma Chemicals, St-Louis, MO) au résidu. Le deuxiéme
était de savoir si I'on obtenait une minéralisation en présence d’une contamination de 5
mg/kg en CN'. Le troisiéme et le quatri¢me étaient prévus dans le cas ou les deux
premiers ne fonctionneraient pas, et ils consistaient i ajouter au résidu des minéraux et
une source d’azote en plus du K'*CN. Les résultats de ces essais ont montré I'existence
d’un potentiel de minéralisation dans les quatre différents essais et sur les trois
échantillons (voir annexe IV, PE P33-D). Le but de ce projet étant |'étude de

I"atténuation naturelle des cyanures, seuls les essais sans ajout de minéraux et de source
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d’azote (les deux premiers essais) ont été retenus pour I'expérience de minéralisation. A
ces essais, un troisiéme essai a été ajouté et consistait 2 additionner le K'*CN au résidu
en présence de 10 mgkg de CN (voir tableau 4.1). Ces différents essais ont éé

envisagés afin de voir I’effet de la concentration des cyanures sur la minéralisation.

Pour chacun des trois essais résumés dans le tableau 4.1, une masse de 20 g de résidu
minier a été pesée dans une bouteille sérologique de 125 ml. Le premier essai consistait
a ajouter 100 000 dpm de K'*CN au résidu et 2 suivre la formation du '*CO,. Cet essai
représente la contamination 0 mg/kg, puisque le cyanure non radiomarqué (froid) n’a pas
été additionné au microcosme (100 000 dpm de K“CN ajouté 2 20 g de résidu
représente une concentration négligeable de 0,0032 mg/kg en "“CN"). Lors du deuxiéme
essai, | ml d’une solution de 100 mg/t de KCN (UN1680, 500g, Mallinckrodt Baker,
Paris, Kentucky) mélangé avec 100 000 dpm de K''CN a été ajouté au résidu minier
pour obtenir une contamination de S mg/kg. Enfin, le troisiéme essai consistait 2 doubler
la concentration pour arriver 4 une contamination de 10 mg/kg dans le résidu. Les
bouteilles sérologiques ont été munies d’une trappe 2 CO; qui contenait | ml de KOH
IN puis, elles ont é¢é scellées au moyen d’une valve mininert trés étanche pour
empécher les fuites du '*CO;. Les microcosmes ont été incubés a I’obscurité et a
température ambiante (23 = 1°C). Un témoin abiotique, préparé de la méme fagon pour
chaque essai, contenait de plus 0,2% (p/p) d’azoture de sodium (AC-8240P, UN-1687
(500g), Anachemia, Montréal, Qc) (Matteau, 1996). Ce témoin a été réalisé afin de
comparer les milieux biotique et abiotique, et ainsi mesurer les pertes des cyanures dues
aux mécanismes physico-chimiques (volatilisation sous forme de H'*CN). L’azoture de
sodium peut, cependant, causer une augmentation du pH de P’échantillon et par
conséquent diminuer I'effet de volatilisation du HCN et ainsi sous estimer les pertes
abiotiques du carbone radiomarqué. Wolf et al. (1989) ont remarqué une augmentation
du pH de 0.4 unités lorsque des échantillons de sols ont été traités avec 200 mg/kg
d’azoture de sodium. Dans cette expérience, 10 fois cette concentration a été ajoutée

dans les témoins abiotiques. Le suivi du pH dans les vieux résidus a, en effet, révélé une
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augmentation entre 0,8 et 1 unités de pH. Etant donné le pH neutre des vieux résidus,
I’augmentation du pH d’une unité n’a pas d’effet majeur sur la volatilisation du HCN
dans le témoin abiotique. Cependant, dans les autres expériences, |’azoture de sodium a
été changé par le chlorure de mercure (HgCl,), tel que recommandé par Wolf et al.,
(1989), car il s’est avéré un poison efficace qui affecte trés peu les caractéristiques

physico-chimiques d’un sol.

Tableau 4.1 Différents essais réalisés dans les tests de minéralisation

Essai I: résidu minier + K'CN (0 mg/kg) —  témoin abiotique
Essai I : résidu minier + K"CN + CN" (S mg/kg) — témoin abiotique
Essai Il : résidu minier + K'*CN + CN™ (10 mg/kg) —» témoin abiotique

L’échantillonnage des microcosmes a été effectué en prélevant le KOH (qui a servi a
absorber le l‘CO:) et en le transférant dans une fiole contenant 10 ml de liquide a
scintillation (Optiphase HiSafe’3, Wallac, Turku, Finland). Le mélange contenant le
KOH a ensuite été analysé A I'aide du compteur a scintillation Wallac modéle 1409
(Wallac, Turku, Finland). Le temps d’échantillonnage a été fixé grice aux essais

préliminaires.

Du KCN a été ajouté au résidu, au lieu d’un cyanure complexé, dans le but de savoir si
la microflore indigéne est capable de minéraliser les cyanures libres. Les résidus, comme
I’ont montré les résultats du chapitre 2 et 3, sont plutSt contaminés avec des cyanures
complexés (CNsap). L'utilisation des cyanures libres est due au fait qu’ils constituent la
forme la plus toxique et la plus assimilée par les micro-organismes. De plus, il peut
arriver, suite a un changement de conditions du site (pH, POR), que les CNsap soient
solubilisés, puis dissociés pour libérer des CN', comme c’est le cas pour les ferro ferri
cyanures qui se décomposent rapidement en CN sous I’effet de la lumiére (Aronstein et
al., 1994; Meussen et al., 1992b).
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Afin de pouvoir interpréter les courbes de minéralisation et de les comparer entre elles,
des paramétres mis au point par Millette et al. (1995) ont &€ utilisés. Pour une courbe de
minéralisation standard comprenant une phase de latence, une phase exponentielle et une
période de ralentissement de la minéralisation, Millette et al. (1995) ont défini cinq
paramétres (MAX%, RAVG, RMAX, LAG, IBD) (voir tableau 4.2). Ces parameétres
sont schématisés dans la figure 4.1. Les paramétres qui seront estimés dans cette étude
sont le % MAX, le RAVG, I'IBD, et parfois le LAG. Le RMAX ne sera pas calculé car
la période de latence (LAG), dont il tient compte, est absente dans la majorité des
courbes de minéralisation obtenus (voir les résultats au paragraphe 4.2). L’indice de
biodégradation est le paramétre clé qui va servir 2 comparer le potentiel de
minéralisation entre les échantillons. Cet indice, tenant compte du taux moyen de
minéralisation (RAVG) et du pourcentage MAX, est d’autant plus élevé que la

microflore indigéne du résidu posséde une grande capacité de minéralisation.

Tableau 4.2 Définition des paramétres d’une courbe de minéralisation (Milette et al.,
1995)

Parameétre | Définition Unités | Méthode de calcul
MAX% Pourcentage maximal de | % % maximal atteint surla courbe
minéralisation atteint
RAVG Taux moyen de % / jour % MAX
minéralisation Temps & 2/] MAX
RMAX Taux maximal de % / jour (2/3 MAX - % MAX )
minéralisation atteint (Temps % MAX = Temps k; MAX )
LAG Période de latence jours s 1
J Tempsa AMAX
IBD Indice d j
ce de % / jour RAVG x %eMAX
biodégradation 100%
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RMAX RAVG

IBD = RAVG x MAX%
100%

% de minéralisation cumulatif

LAG Temps (jours)

Figure 4.1 Représentation des paramétres d’une courbe de minéralisation.

4.2.2 Deuxiéme partie : tests de biodégradation

Les protocoles des tests de biodégradation ainsi que la méthode du dosage du NH;
figurent dans I’annexe [V, P33-D et I’annexe V, P33-E.

Cette partie comprend deux séries (A et B). La série A, ou le formate, le formamide, les
cyanures totaux et I’azote ammoniacal dissous (NH;") ont été suivis, a éié réalisée
uniquement sur deux échantillons Yv6 ans (0,2) et Dy3 mois (0,2) & cause des coiits
€levés des analyses de formate et de formamide. Ces deux échantillons provenant
respectivement des vieux résidus et des résidus frais ont été choisis a titre de
co_mparaison. Le choix de Yv6 ans (0,2) au lieu de Dy9 ans (0,2) est dii au fait que le
premier offrait un plus grand potentiel de biodégradation des cyanures libres (voir les
résultats des tests de minéralisation). La série B, réalisée sur tous les échantillons,
consistait & suivre uniquement le NH; (le NH; est la forme gazeuse de 1'azote
ammoniacal, lorsque le pH est inférieur 4 9,2 la forme protonnée (NH,") est majoritaire,

et lorsque le pH devient supérieur & 9,2 c’est le NH; qui domine). Les tests de
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biodégradation comparativement 2 ceux de minéralisation, étaient plus destinés a suivre
les cyanures contenus dans le résidu. Aucune contamination artificielle n’a donc été

effectuée.

1) SeérieA

La série A, réalisée en triplicata, consistait a peser 400 g de résidu minier dans un
contenant en verre de 1,5 litres. Un témoin abiotique additionné de 0,5% de chlorure de
mercure (HgCl,) (UN-1624, Anachemia Canada, Montréal, QC) a été réalisé de la méme
maniére (Wolf et al., 1989). Dix fois la quantité en HgCl> recommandée par Wolf et al.
(1989) a été utilisée pour étre siir d’avoir éliminé la microflore. Il faut noter que
P’échantillon Yv6 ans (0,2) dans cette série a été stérilisé a |’aide de 0,2 % d’azoture de
sodium (NaN;). Au cours de I'expérience, il s’est avéré que le NaNj biaisait les résultats
en se transformant facilement en ammoniac. I a donc été remplacé par du chlorure de
mercure (HgCl,) pour I’échantitlon Dy3 mois (0,2). Les échantillons ont été incubés 2 la
noirceur et a température ambiante (23 = 1°C). Le suivi de la série A a été fait sur une

période de 96 jours comprenant au total 5 points d’échantillonnage.

Dans cette série les métabolites de biodégradation (formate, formamide, NH,*, CNt) ont
été analysés dans les mémes intervalles de temps. Le formate et le formamide dans le
résidu minier ont é1é analysés par le Centre d’Expertise en Analyse Environnementale
du Québec (CEAEQ). La technique utilisée était une extraction suivie d’une analyse par
chromatographie liquide haute performance (Kunz et al., 1992). L’extraction du formate
et formamide a été réalisée en agitant manuellement 2 g de résidu 3 fois avec 1 ml, 0,5
mi et 0,4 ml d’ean purifiée en présence d’un agent d’extraction (200 pg d'acide
succinique). Le volume final a é1€ ajusté 4 2 ml. Un volume de 100 pl de I’extrait a
ensuite €té injecté dans I’HPLC (HP-CHEM, Varian Vista 5500) muni d’un détecteur
UV ajusté a une longueur d’onde de 210 nm. La séparation était obtenue avec une

colonne pour les acides gras 300 par 7,8 mm. L’éluant (phase mobile) était constitué de
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H2S04 (0,015 N) et EDTA (0,4 mM), et fonctionnait avec un débit de 0,5 ml/min en
mode isocratique. Le temps de rétention pour le formate et le formamide était

respectivement de 17,3 et 30,3 min.

Les cyanures totaux ont été dosés par le laboratoire externe Maxxam analytique selon la
méthode 4500 CN C de APHA er al. (1998). Le NH," a aussi été analysé par le
laboratoire Maxxam selon la méthode HACH. Briévement, cette méthode consiste en
une extraction de I’azote ammoniacal, avec une solution de KClI, suivie d’une filtration
et d’'une addition de Piodure de mercure. Le filtrat est ensuite analysé par
spectrophotométrie a4 une longueur d’onde de 425 nm (informations obtenues de la

compagnie Maxxam).
2) SérieB

La série B a é1é réalisée en triplicata sur tous les échantillons Yv6 ans (1), Yv6 ans (0,2),
Dy9 ans (1), Dy9 ans (0,2), Dy3 mois (0,2) et Dy3 mois (1). Cette série a été prévue
pour suivre uniquement I’ammoniac gazeux (NH;). Une quantité de 20 g de résidu a été
mise dans des bouteilles sérologiques de 125 ml munies de valves mininert. Par la suite,
une trappe 3 NH; contenant 4 ml d’acide borique (H;BO;) (AC-1309, (500g)
Anachemia, Moniréal, QC) a été déposée dans la bouteille. Des témoins abiotiques, dont
la microflore a été éliminée par I’ajout de 0,5% (p/p) de HgCl, ont été réalisés pour
chaque échantillon. Les bouteilles ont été incubées dans }’obscurité et & température
ambiante (23 £ 1°C).

Le dosage du NH; était basé sur la méthode 4500-NH; C décrite par APHA et al.
(1998). Cette méthode a été développée et adaptée aux cyanures au cours de ce projet.
Le principe de cette méthode est simple. L’acide borique en présence du NH; donne lieu
a I'ion ammonium et au borate (NH," + H,BO5), qui se forment selon 1'équation (4.1).

La couleur initiale de 1’acide borique, additionné d’un indicateur coloré, étant lavande,
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en présence du borate le milien devient basique d’ot 1’ apparition de la couleur verte. Le
borate, considéré comme une base forte selon la théorie de Brgnsted, est ensuite titré
avec l'acide sulfurique (H;SOs) 002N (pureté 95-98%, AC-8750, UN-1830,
Anachemia, Montréal, QC) jusqu’au retour de la couleur lavande (équation 4.2). Pour
connaitre la normalité exacte de I’acide sulfurique, il a été standardisé a I'aide d’une
solution de carbonate de sodium (0.05 N) (Anachemia 8290N, Etalon Primaire,
Montréal, QC). Le NH; dissout dans I’acide borique est quantifié en connaissant le
volume de H,SO, consommé au point d’équilibre (pour plus de détails voir PE P33-E a

I’annexe V).

NH; + HaBO; — NH;' + H,BO;y (couleur verte) 4.1)

2 NH;s*+ 2H;BO;5™ + H3S04 — (NH,)280;4 + 2H3BO; (couleur lavande) (4.2)

4.3 Résultats et discussion

4.3.1 Premiére partie : tests de minéralisation

Un potentiel de minéralisation montrant la présence de micro-organismes dégradeurs de
cyanures libres a été observé sur tous les échantillons étudiés dans cette premiére partie,
soient Yv6 ans (0,2), Yv6 ans (1), Dy9 ans (0,2) et Dy9 ans (1) provenant des vieux
résidus et Dy3 mois (0,2), Dy3 mois (1) provenant des résidus frais. Les résultats sont
présentés sous formes de courbes de minéralisation dans les figures 4.2, 4.3 et 4.4. Ces
demiéres présentent le pourcentage de dégradation du cyanure radiomarqué en fonction
du temps. Pour chacune des courbes obtenues le %4MAX, le RAVG et I'IBD ont été
évalués. Le LAG a été calculé uniquement pour les courbes présentant une phase de

latence apparente. Les valeurs de ces paramétres sont regroupées dans les tableaux 4.3,
44 etds.
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L’échantillon Yv6 ans (0,2) montre le plus grand potentiel de biodégradation lorsque la
concentration en cyanure est 0 mg/kg en CN. Yv6 ams (0,2) affiche, & cette
concentration, I’indice de biodégradation (IBD) le plus élevé de 1’ordre de 30,3 %/jour,
un %MAX de 100% et un taux de minéralisation moyen (RAVG) de 30,3 %/jour. Aussi,
la cinétique de minéralisation est trés importante dans cet échantillon, le ZMAX a été
atteint en 11 jours 2 la concentration de 0 mg/kg (figure 4.2a). La phase exponentielle se
situe dans l'intervalle 0 4 11 jours. L’échantiilon Yv6 ans (1) montre, lorsque la
concentration est 0 mg/kg, un IBD de 29,6 %/ jour légérement inférieur a celui de Yv6
ans (0,2) dont la valeur est de 30,3 %/jour. La phase stationnaire a €té atteinte au jour 11
et le DMAX est de 95,6% (voir tableau 4.3).

Dans les deux échantillons Yv6 ans (0,2) et Yv6 ans (1), lorsque la concentration des
cyanures augmente le taux de minéralisation (RAVG) diminue et, par conséquent,
I’indice de biodégradation décroit. Dans le cas de I'échantillon Yv6 ans (0,2), 'IBD
descend de la valeur de 30,3 %/jour pour une concentration de 0 mg/kg a 8,5 %/jour,
puis a 4,7 %l/jour, lorsque les concentrations sont, respectivement, de 5 et 10 mg/kg.
Dans I’échantillon Yv6 ans (1), les valeurs respectives des IBD dans I’ordre croissant
des concentrations sont 29,6, 11,3 et 8,1 %/jour. La diminution de I'indice de
biodégradation en fonction des concentrations en cyanures ajoutés parait tout a fait
logique car la toxicité devient de plus en plus importante avec I’augmentation de la
concentration des cyanures. Les micro-organismes deviennent, apparemment, moins
résistants lorsque les concentrations sont fortes. Ceci pourrait étre expliqué par
I’acclimatation de la microflore A des concentrations plus faibles que 10 mg/kg, puisque

I’échantillon Yv6 ans est faiblement contaminé (en moyenne 3,2 mg/kg).

Les courbes des témoins abiotiques dans les deux échantillons Yv6 ans (0,2) et Yv6 ans
(1) demeurent en dessous de la valeur de 25 % dans le cas des trois concentrations 0, 5 et
10 mg/kg (voir figure 4.2). Ce pourcentage relativement élevé serait li€ i la volatilisation
du H“CN. Silva et Beone (1999) ont obtenu, lorsqu’ils ont utilisé des tests



92

respirométriques avec du K'“CN en présence de 100 mgkg de KCN, 14% de
volatilisation du "*CN sous forme de H'*CN et 60 % de minéralisation.

Les écarts types obtenus sur les courbes des échantillons Yv6 ans (0,2) et Yv6 ans (1)
sont trés petits montrant que les tests de minéralisation réalisés en triplicata sont en effet
reproductibles. Cependant, I’écart type de la courbe 0 mg/kg de Yv6 ans (0,2), variant de
528 %, est assez grand en le comparant aux autres concentrations (5 et 10 mg/kg). De
plus, cette courbe dépasse 100 % aprés le onziéme jour. Cette déviation s’explique, en
grande partie, par la valeur de I'écart type. En effet, la bome inférieure de I’intervalle au
dernier point se situe trés prés de 100%. De plus, lors de I'essai préliminaire, réalisé sur
le méme échantillon et & la méme concentration (voir 1’annexe IV, P33-D), les écarts

types €taient plus petits et la courbe demeurait prés du niveau 100%.



® ”

Yv6 ans (0.2)

Minéralisation (%)

o F——

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Temps (jour)

—&=0 ppm
~~f—témain 0 ppm

b ~#—5 ppm
—¥—témoin 5 ppm

Yv6 ans (1) —%= 10 ppm
120 témoin 10 ppm

Minéralisation (%)

10 15 20 25 30 35 40 45 S0
Temps (jour)

o
(4]

Figure 4.2 Courbes de minéralisation du K'*CN dans les échantilions a) Yv6 ans (0,2) et

. b) Yv6 ans (1).
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Tableau 4.3 Paramétres de minéralisation pour Yv6 ans (0,2) et Yv6 ans (1)

Yv6 ans (0,2) Yv6 ans (1)
Omgkg | Smgke [10mphke| Omgkg | 5 mgkg | 10 meke |

%MAX *108,7°+7,7| 89.6 £1,5(852+26[956+16(893+25| 92016

(%)

RAVG 30,2 9,5 56 30,9 12,7 88

(%/jour)

LAG | non visible | non visible 1,6 non visible | non visible | non visible
|_(jour)

IBD 30,3 8.5 4.7 29,6 11,3 8.1
(%/jour)

®les résultats sont présentés sous forme de % + écart type (n = 3)
® la valeur de 100% a été utilisée pour les calculs

La microflore des échantillons Dy9 ans (0,2) et Dy9 ans (1) a aussi montré un potentiel
de minéralisation trés élevé (figure 4.3). En ce qui concerne I'échantillon Dy9 ans (0,2)
un IBD de I’ordre de 13,3 %/jour, un %MAX de 100% et un RAVG de 13,3 %/jour ont
été obtenus a la concentration de 0 mg/kg en CN° (voir tableau 4.4). Le %ZMAX a éié
atteint en 37 jours 2 la concentration de 0 mg/kg en CN" (figure 4.3a). Le potentiel de
minéralisation dans I'échantillon Dy9 ans (1) est plus élevé que celui dans Dy9 ans (0,2)
(figure 4.3b). Lorsque la concentration en CN” est 0 mg/kg, un IBD de 17,9 %/jour et un
taux de minéralisation moyen de 19,0 %/jour ont été estimés dans Dy9 ans (1). Le
%MAX a été atteint au 32*™ jour. Cependant, le ZMAX de 94,1% est légerement
inférieur a celui de Dy9 ans (0,2) (voir tableau 4.4).

La méme relation, observée sur les échantillons Yv6 ans (0,2) et Yv6 ans (1), concernant
la variation inversement proportionnelle du taux de minéralisation avec la concentration
des cyanures a été constatée pour les échantillons Dy9 ans (0,2) et Dy9 ans (I). Pour
P'échantillon Dy9 ans (0,2), les valeurs respectives des IBD dans I’ordre croissant des
concentrations en cyanures sont 13,7, 2,6 et 2,2 %/jour, alors que celles de I’échantillon
Dy9 ans (1) sont de 17,9, 4,4 et 2,3 %/jour. Les indices de biodégradation sont beaucoup
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plus faibles que ceux observés pour les échantillons Yv6 ans (0,2) et Yv6 ans (1), et
cela, quelle que soit la concentration de cyanures libres ajoutée. La microflore indigéne
des échantillons Yv6 ans aux deux profondeurs posséde, alors, un potentiel de
minéralisation des cyanures libres plus élevé que celui de Dy9 ans (0,2) et Dy9 ans (1).
Les résultats des dénombrements, dans la caractérisation microbiologique, montrent, en
effet, un nombre de micro-organismes tolérants plus important dans les échantillons Yv6
ans par rapport 3 Dy9 ans. Cette différence pourrait expliquer le potentiel élevé de

minéralisation dans Yv6 ans.

Les courbes des témoins abiotiques dans les deux échantillons Dy9 ans (0,2) et Dy9 ans
(1) demeurent en dessous de la valeur de 25 % sauf pour celle de 0 mg/kg qui atteint
environ 40% lors du dernier point d’échantillonnage. Ce pourcentage élevé serait lié 2 la

volatilisation du H'*CN 2 cause du pH neutre (~ 7) de ces échantillons.

Les pourcentages MAX obtenus dans les quatre échantillons Yv6 ans (0,2), Yv6 ans (1),
Dy9 ans (0,2) et Dy9 ans (1) et aux trois concentrations (0, 5 et 10 mg/kg) sont des
pourcentages trés €levés. Des valeurs avoisinant ces pourcentages de minéralisation des
cyanures ont déji été obtenues dans la littérature par des bactéries isolées et acclimatées.
Un pourcentage MAX de minéralisation de 70% aprés 120h d’incubation a été observé
par Chapatwala er al. (1998) lorsqu’ils ont étudié la biodégradation du Na'*CN en
présence de 4 mM de NaCN par la bactérie Pseudomonas putida immobilisée dans les
billes d’alginate. Or, les pourcentages MAX obtenus 4 10 mg/kg pour les quatre
échantillons Yv6 ans (0,2), Yv6 ans (1), Dy9 ans (0,2) et Dy9 ans (1) sont,
respectivement, 85, 92, 87 et 87 % aprés 939 h, 1008 h, 1584 h et 1344 h d’incubation.
Ces valeurs, obtenues avec la microflore indigéne, sont plus élevées que celles obtenues
avec la Pseudomonas putida immobilisée dans I’alginate. Cependant, le temps pour
atteindre le pourcentage MAX est beaucoup plus petit dans le cas de la Pseudomonas.

Ceci est di, en majeure partie, aux conditions optimales dans lesquelles ont eu lieu les
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essais de biodégradation (isolation et immobilisation de la bactérie, aération, etc.), ce qui

n’a pas été le cas pour cette expérience.
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Tableau 4.4 Paramétres de minéralisation pour Dy9 ans (0,2) et Dy9 ans (1)
Dy9 ans (0,2) Dy9 ans (1)

Om, Smg/kg | 10mg/keg { Omgkg | Smg/kg | 10 mg/kg |

%2MAX © |102,0°£0,1|849203|872+1,8{94,1+15|91,1+3,0|873+74

(%)

RAVG 13,3 31 2,5 19.0 4.8 2,7

(%/jour)

LAG non visible 6,0 7.1 non visible 24 4,6

| Gour)

IBD 13,3 2,7 22 17,9 44 2.3

(%/jour)

¢ les résultats sont présentés sous forme de moyenne = écast type (n = 3)
¢ la valeur de 100% a é1é utilisée pour les calculs

Les échantillons Dy3 mois (0,2) et Dy3 mois (1) ont aussi montré un potentiel de
minéralisation assez considérable (figure 4.4 et tableau 4.5) prouvant ainsi, I'existence
de micro-organismes et, spécifiquement, les dégradeurs de cyanures libres. Cependant,
les mémes échantillons n’ont révélé aucune présence de micro-organismes dans les
dénombrements sur boites de Pétri (voir résultats de la caractérisation microbiologique
au chapitre 2). L’absence de microflore, constatée lors du dénombrement, serait alors
liée & la méthode des comptes viables qui s’avére inadéquate pour I’estimation d’un petit
nombre de micro-organismes. En effet, le désavantage de cette méthode, dévoilant une
fraction minime de la diversité totale d’un sol, a été noté par Torsvik et al. (1998). Ces
auteurs ont rapporté que la croissance des bactéries (UFC) sur I'agar est de 10% du
nombre total existant dans les sols fertiles, et varie de 0,1% a 1% du nombre total dans

les sols forestiers.

Contrairement aux échantillons Yv6 ans (0,2), Yv6 ans (1), Dy9 ans (0,2) et Dy9 ans ()
qui ont montré, respectivement, des IBD de 30,3, 29,6, 13,4 et 17,9%/jour et des RAVG
de 30,3, 30,9, 13,3 et 19,0 %/jour a la concentration de 0 mg de CN/kg, les IBD calculés
pour Dy3 mois (0,2) et Dy3 mois (1) sont de 1.2 et 1,1 %/jour, respectivement, et les
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RAVG sont estimés a 1,5 et 1,5 %/jour a la méme concentration (voir tableau 4.5). Ces
taux impliquent que la cinétique de minéralisation dans ces échantillons est beaucoup
plus lente que celle de Yv6 ans et Dy9 ans comme il est, d’ailleurs, indiqué dans le
tableau 4.6 ol les constantes de cinétiques calculés pour les échantillons des résidus frais
sont plus petites que celles obtenues dans les vieux résidus. En effet, le pourcentage
MAX dans Dy3 mois (0,2) et Dy3 mois (1) a été atteint aprés environ 160 jours
d’incubation comparativement i 11 jours pour Yv6 ans (0,2) par exemple. Cette
cinétique lente est probablement due a la présence d'une petite communauté
microbienne qui n’a pas encore eu le temps de se développer en grand nombre a cause
du jeune dge des résidus frais. Le pH basique (10,6) de ces derniers serait une autre
raison pour laquelle la cinétique de minéralisation est plus lente dans les résidus frais.
L’effet du pH basique sur la cinétique de dégradation des cyanures a déja été rapporté
par Dumestre et al. (1997a) et Fedel-Moen et al. (2000). Les %MAX de I’ordre de 80%
etde 71,5 % ont été atteints en 142 et 160 jours respectivement pour Dy3 mois (0,2) et
Dy3 mois (1) lorsque la concentration était 0 mg/kg en CN'.

Les indices de biodégradation a 5 et 10 mg/kg pour chacun des deux échantillons Dy3
mois (0,2) et Dy3 mois (1) sont trés comparables a ceux de 0 mg/kg. Pour 1’échantillon
Dy3 mois (0,2), les BD 4 § et 10 mg/kg sont respectivement de 1,4 et 1,2 %/jour, et
valent 1,2 et 1,1 %/jour pour Dy3 mois (1). La microflore de ces deux échantillons ne
semble donc pas avoir été affectée par I'augmentation de la concentration des cyanures
libres contrairement a ce qu’il a été observé dans les échantillons des vieux résidus (Yv6
ans et Dy9 ans). En effet, les trois courbes (0, 5 et 10 mg/kg) sont superposées dans Dy3
mois (0,2) (figure 4.4a), alors que celles de 5 et 10 mg/kg dans Dy3 mois (1) dépassent
légerement la courbe de 0 mg/kg (figure 4.4b). Le comportement similaire de Dy3 mois
(0,2) et Dy3 mois (1) aux trois concentrations en CN™ (0, 5 et 10 mg/kg) pourrait
s’expliquer par I’acclimatation de la microflore & des concentrations plus élevées que 5
et 10 mg/kg puisque ces échantillons étaient initialement contaminés a 17 et 22 mg/kg

respectivement, alors que les vieux résidus I’étaient, en moyenne, i 3,2 mg/kg.
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Les taux moyens de minéralisation (RAVG) dans les échantillons Dy3 mois (0,2) et Dy3
mois (1) aux concentrations de 5 et 10 mg/kg en CN’ restent toutefois assez comparables
avec ceux de 0 mg/kg traduisant, ainsi, une cinétique aussi lente. Ces taux valent, a 5
mg/kg, 1,7 et 1,5 %l/jour respectivement pour Dy3 mois (0.2) et Dy3 mois (1), et a 10
mg/kg, ils sont estimés a 1,5 et 1,3 %/jour dans I’ ordre respectif des échantillons. Maigré
la cinétique lente de minéralisation, les pourcentages maximums atteints dans ces
échantillons sont assez élevés. A la concentration de 5 mg en CN7/kg, les %MAX sont
de 82,9% et 81,2% respectivement pour Dy3 mois (0,2) et Dy3 mois (1), etils valent a la
concentration de 10 mg en CN" /kg 81,6% et 77,9% (voir tableau 4.5). Les pourcentages
MAX élevés obtenus dans les échantillons Dy3 mois montrent, de plus, que la
microflore indigéne de ces échantillons est capable de minéraliser les cyanures a pH
alcalin. La biodégradation des cyanures complexés 2 pH 10 a déja été observée par
Fedel-Moen et al. (2000) lorsqu’ils ont utilisé des micro-organismes indigénes contenus
dans des résidus miniers et biostimulés avec des nutriments minéraux et un substrat

organique (peptone).

Les courbes des témoins abiotiques dans les deux échantillons Dy3 mois (0.2) et Dy3
mois (1) sont restées en dessous du niveau de 20 %, et cela quelle que soit la
concentration. Ce pourcentage, quatre fois plus petit que le pourcentage MAX obtenu
dans tous les échantillons, garantit ’origine biologique de la récupération du '*CO..
Aussi, les écarts types de toutes les courbes sont petits d’oit la reproductibilité et la
précision des résultats.
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Figure 4.4 Courbes de minéralisation du K"*CN dans les échantillons a) Dy3 mois (0,2)
et b) Dy3 mois (1).



Tableau 4.5 Paramétres de minéralisation pour Dy3 mois (0,2) et Dy3 mois (1)

Dy3 mois (0,2) Dy3 mois (1)
Omgkg | Smgkg |10mpkg|Omgkg | Sm 10 mg/kg |
%MAX ‘I 812+48| 829x22 |81,6£25(71,5£22| 81,2+1,2 |77,9%4,1
(%)
RAVG 1,5 1,7 1,5 1.5 1,5 1,3
(%/jour)
LAG |non visible] non visible [non visiblejnon visible| non visible [non visible
(jour)
IBD 1,2 1,4 1.4 1,1 1,1 1,1
(%/jour)

¢ les résultats sont présentés sous forme de moyenne + écart type (n=3)

4.3.1.1 Cinétique de minéralisation
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Afin de pouvoir comparer les différentes courbes de minéralisation, la cinétique peut

également étre quantifiée de fagon similaire a celle d’un taux de formation d’une

molécule lors d’une réaction chimique comme décrit par Laidler (1950). Le modéle du

premier ordre de la cinétique de minéralisation s’écrit :

d(a-x)/dt = -k (a-x),

ol x est le pourcentage de minéralisation au temps t, a = 100% est le substrat non

minéralisé de carbone radiomarqué a t = 0. La constante k, appelée constante de

cinétique, quantifie le taux de minéralisation. La cinétique du premier ordre peut aussi

s’exprimer sous la forme intégrée :

In[100/(100-x)] =k t.



103

La forme intégrée du modele du premier ordre exprime ia relation linéaire entre la
transformation 1n[100/(100-x)] et le temps. Le calcul de la constante k peut donc se faire
directement de la forme intégrée i I’aide de la méthode dite des moindres carrés. D’un
point de vue statistique, on peut dire que la régression de la transformation In[100/(100-

x)] sur le temps est une droite passant par 1’origine.

Le calcul de la constante k a été effectué par le progiciel statistique Splus 2000. Le
progiciel utilise les données de chaque échantillon et renvoie la valeur de k avec un écart
type. L'écart type de k est calculé en supposant le modele de régression linéaire In[a/(a-
xi)] = kti+€i. Les quantités ¢ sont des variables représentant les erreurs commises. La
variance de k (proportionnelle a la variance des erreurs &;) référe alors a la variabilité,
d’une expérience a I'autre, dans !’estimation de la constante de cinétique. Ici, la
moyenne des triplicatas a été utilisée pour le calcul. Le progiciel calcule également le
coefficient de détermination R?. L’ajustement est d’autant meilleur que R? est proche de
1. Les valeurs de R? dans le tableau 4.6 sont comprises entre 0,74 et 0,99. En fait, la
plupart (14 sur 18) des échantillons ont un R? supérieur 4 0,90. Le modele du premier
ordre est donc satisfaisant pour pouvoir comparer {a cinétique des différentes courbes de

minéralisation.

Les constantes de cinétique k quantifient le taux de minéralisation. Par exemple,
I’échantillon Yv6 ans (0,2) a des concentrations de 0, 5 et 10 mgkg posséde,
respectivement, des constantes k de 0,391, 0,062 et 0,049 jour” (voir tableau 4.6). Ces
constantes sont d’autant plus faibles que les concentrations en cyanures libres sont
croissantes, sauf, dans le cas des échantillons des résidus frais oui les constantes de
cinétique sont du méme ordre quelle que soit la concentration. Les constantes de
cinétique obtenues pour chaque échantillon sont en accord avec leur IBD respectif en
fonction des concentrations de cyanures ajoutées. En effet, pour I’échantilion Yv6 ans
(0,2) les IBD obtenus sont de 30,3, 8,5 et 4,5 %l/jour respectivement lorsque les
concentrations en cyanures libres sont 0, 5 et 10 mg/kg (tableau 4.3).
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Tableau 4.6 Constantes de cinétique de premier ordre de minéralisation du '“CN

Echantillon | Concentration k (jour") Coefficient de

(mg/kg) détermination
Yvé ans (0,2) 0 0,391 £ 0,009 0,99
5 0,062 = 0,005 0,89
10 0,049 + 0,003 0,94
Yv6 ans (1) 0 0,110 £0,014 0,75
5 0,073 £0,009 0,84
10 0,076 = 0,006 0,92
Dy9 ans (0,2) 0 0,139 £ 0,005 0,97
5 0,035 £ 0,001 0,97
10 0,034 + 0,001 0,99
Dy9 ans (1) 0 0,077 £0,010 0,74
5 0,053 £ 0,003 0,95
10 0,039 x 0,001 0,99
Dy3 mois (0,2) 0 0,013 20,001 0,94
5 0,014 £ 0,001 0,93
10 0,013 80,001 0,94
Dy3 mois (1) 0 0,011 20,001 0,91
5 0,013 £ 0,001 0,93
10 0,012 0,001 0,95

4.3.1.2 Discussion générale sur les tests de minéralisation

Comme remarque générale sur les six échantillons les IBD obtenus ne permettent pas de
déduire une corrélation entre les deux profondeurs 0,2 et | meétre. L’indice de
biodégradation ainsi que 1’allure des courbes (forme exponentielle) reste plus ou moins
semblable en comparant les échantillons aux deux profondeurs. Le pourcentage MAX de
100% atteint dans les échantillons Yv6 ans (0,2) et Dy9 ans (0,2) 2 la concentration de 0
mg en CN'/kg, montre qu’aucune fraction de cyanures n’a été associée i la biomasse.
Les cyanures étaient probablement utilisés comme source d’énergie uniquement pour
détoxiquer le milieu. Chapatwala et al. (1998) ont observé, lorsqu’ils ont réalisé un bilan

de masse avec le Na'*CN, que seulement 10% du *CO, était incorporé€ a la biomasse.
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La production du CO; par les micro-organismes, lors de la minéralisation des cyanures
libres, implique I’intervention de bactéries utilisant des enzymes oxydantes. En se basant
sur la littérature, ces bactéries seraient Escherichia Coli ou bien des Pseudomonas qui
ont montré de grandes capacités d’oxydation des cyanures en utilisant |'enzyme
Oxygénase et Cyanase (Harris et Knowles, 1983), ou bien les enzymes dioxygénase tel

que suggéré par Figueira et al. (1996).

Les métaux lourds, présents dans les six échantillons, dosés dans la caractérisation
chimique au chapitre 2 (voir tableau 2.6) ne semblent pas avoir inhibé la biodégradation
des cyanures libres puisqu’on a observé un potentiel de minéralisation dans tous ces
échantillons. La capacité des micro-organismes  dégrader les cyanures en présence de
métaux lourds a déja été observée par Ul'Berg et al. (1994) lorsqu’ils ont étudié la

dégradation des cyanures par la souche Pseudomonas fluorescens VKM V-5040.

4.3.2 Deuxiéme partie : tests de biodégradation

1) Résultats de la série A

La série A a été réalisée dans le but de suivre la biodégradation des cyanures présents
initialement dans les échantillons Yv6 ans (0,2) et Dy3 mois (0,2). Quatre produits dont

le formate, le formamide, les cyanures totaux et le NH;* ont été dosés.

Les résultats de I’échantillon Yv6 ans (0,2) reliés 4 la série A des tests de biodégradation
sont résumés dans le tableau 4.7. Les données du formate et formamide, réalisés en
triplicata, révélent des concentrations inférieures 2 la limite de détection (1 a 2 mg/kg).
Cependant, dans le témoin abiotique noté Yv6 (0,2)-T, une concentration variant de 2,3
a 3,5 mg/kg en formate a é1é dosée a partir du jour 12. Cette valeur ne peut confirmer la
biodégradation des cyanures puisqu’elle a été retrouvée dans le témoin stérile. Les

cyanures totaux ne diminuent pas dans le temps montrant ainsi I’absence de leur
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biodégradation a I'intéricur de la durée de I'expérience. Les concentrations en CNr,
variant de 2,1 3 5,6 mg/kg, sont restées plus ou moins stables durant la période de 96
jours. De plus, les cyanures dosés dans le témoin abiotique sont proches de ceux estimés

dans I’échantillon biotique.

La concentration du NH," dans Yv6 ans (0,2) a été décelée au jour 12 ou elle vaut 2,8
mg/kg, puis atteint 12,7 au jour 61 et enfin 2,7 mg/kg au jour 96. Le NH," retrouvé dans
les échantillons biotiques n’est pas issu de la biodégradation des cyanures puisque ces
derniers restent stables dans le temps. De plus, sa présence dans les échantillons ne
prouve pas son origine biologique car il a été dosé a des concentrations encore plus
élevées dans le témoin stérile. Ces concentrations ont été détectées a partir du jour 4 et
valaient 5,5, 3,3, 30 et 12 mg/kg aux jours 4, 12, 61 et 96 respectivement. L’apparition
de ’ammoniaque pourrait étre issue de réactions physico-chimiques des complexes
aminés, comme |’ont observé Theis ez al. (1994).

La concentration de cyanures totaux retrouvée dans 1'échantillon Yv6 ans (0,2) (tableau
4.7) permet de rappeler leur grande stabilité a I'intérieur de ces résidus. En effet, la
concentration dosée tout de suite aprés la réception de I'échantillon était de 4,77 = 045

mg/kg, et elle est demeurée dans le méme intervalle 20 mois aprés son entreposage &
4°C.

En générale, les résultats de formate, formamide, cyanures totaux et NH,* obtenus dans
la série A pour |’échantillon Yv6 ans (0,2) ne permettent pas de déduire une
biodégradation naturelle des cyanures i I'intérieur de la période de 96 jours. La forme
complexe et difficilement biodégradable des cyanures, présents dans cet échantillon, en
serait probablement la cause (Aronstein et al., 1994; Laha et Luthy, 1991). En effet, les
CNwap €taient non détectables dans Yv6 ans (0,2) lors de la spéciation des cyanures, et
le pourcentage de solubilisation était nul dans les tests de lixiviation ce qui montre la

forme stable des cyanures contenus dans cet &chantillon.
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Tableau 4.7 Suivi du formate, formamide, CNvet NH:" dans I’échantillon Yv6 ans (0,2)

Formate (mg/kg)

'Yv6 ans (0,2) ND ND ND ND ND
Yv6 ans (0,2)-T ND ND 2,3 3,7 3.5
[Formamide (mg/kg)

Yv6 ans (0,2) ND ND ND ND ND
Yv6 ans (0,2)-T ND ND ND ND ND
Cyanures totaux (mg/kg)

Yv6 ans (0,2) 2,103 (5606|3504 42+14 |38+02
Yv6 ans (0,2)-T 2.3 5.4 4.5 42 29
NH," (mg/kg)

Yv6 ans (0,2) ND ND 28+09| 1274292714
Yv6 ans (0,2)-T ND 5,5 33 30 12
ND: < Img/kg

Les résultats de la série A obtenus pour I'échantillon Dy3 mois (0,2) sont résumés dans
le tableau 4.8. Durant toute la période de 96 jours le formate et le formamide se sont
révélés en dessous de la limite de détection (<1 mg/kg) dans chacun des échantillons
stériles et non stériles. La concentration en NH;" varie beaucoup dans I'intervalle
d’échantiilonnage : au jour O et au jour 4 elle vaut en moyenne 8,0 et 8,8 mg/kg
respectivement, puis augmente i la valeur de 24,7 et 27,3 mg/kg au jour 12 et 61
respectivement et elle redescend jusqu’a 8,9 mg/kg au jour 96. 1l est de méme pour le
témoin abiotique ol les concentrations en NH," sont de 9.8, 9,9, 39, 43 et 11 mg/kg aux
jours 0, 4, 12, 61 et 96 respectivement. Les résultats de I’ammoniaque ne donnent
aucune indication sur la biodégradation des cyanures puisqu’elle a été dosée dans le
témoin stérile. En revanche, une Iégére tendance i la diminution des concentrations de
cyanures totaux aux jours 61 et 96 semblent montrer une biodégradation de ces derniers,
d’autant plus que le témoin abiotique maintient une valeur plus ou moins stable
d’environ 8 mg/kg. 1l faut, cependant, plus de points d’échantillonnage afin de confirmer
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cette tendance. La diminution de la concentration des cyanures contenus dans
I’échantillon Dy3 mois (0,2) serait possible en raison de leur caractére instable et
lixiviable, comme 1’ont montré les résultats du chapitre 3. Ceci pourrait aussi expliquer
la différence de concentration des cyanures totaux observée aprés une durée de 12 mois
d’entreposage. En effet, la concentration initiale de 17 mg/kg de cyanures totaux dosée
dans Dy3 mois (0,2) juste aprés la réception de 1'échantillon, a baissé pendant la durée
d’entreposage (12 mois) jusqu’a 8,2 mg/kg (au jour O d’échantillonnage, tableau 4.8).
Toutefois, il est difficile de confirmer I’origine biologique de cette diminution car il est
aussi possible que les cyanures soient dégradés suite 2 des mécanismes physico-

chimiques.

Tableau 4.8 Suivi du formate, formamide, CNt et NH;” dans Iéchantillon Dy3 mois
0.2)

IEomw (mg/kg)

3 mois (0,2) ND ND ND ND ND
Dy3 mois (0,2)-T ND ND ND ND ND
Fomamide (mg/kg)

Dy3 mois (0,2) ND ND ND ND ND
IDy3 mois (0,2)-T ND | ND ND ND ND
leanum totaux (mg/kg)

IDy3 mois (0,2) 82206]72+10] 9301 | 44+2,1 [29+23
Dy3 mois (0,2)-T 8,7 8.6 92 6,1 8.1
NH,' (mg/kg)

IDy3 mois (0,2) 80£1,3/88208247+25/273+3,5/89+13
IDy3 mois (0.2)-T 9.8 99 39 43 1l

ND: < lmg/kg
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2) Résultats de la série B

Le dosage du NHj avait pour but de détecter la présence de la forme gazeuse de
I’ammoniaque qui constitue un produit majeur de la biodégradation des cyanures. La
série B a été réalisée sur les six échantillons Dy3 mois (0,2), Dy3 mois (1), Yv6 ans
(0,2), Yv6 ans (1), Dy9 ans (0,2) et Dy9 ans (1). Comme indiqué au tableau 4.9, les
seuls échantillons sur lesquels un changement de couleur, de I’acide borique de lavande
au vert, a €té observé sont ceux des résidus frais, soient Dy3 mois (0,2), Dy3 mois (1), et
cela aprés 4 mois d’incubation. Les résultats sont exprimés en mg de NH; retrouvé dans
4 ml d’acide borique et issu de 20 g de résidu minier. Le dosage du NH; dans
I'échantillon Dy3 mois (0,2) a donné une valeur de 0,08 + 0,01 mg et dans Dy3 mois (1)
une valeur de 0,09 + 0,01 mg. Cependant, les mémes quantités, de I’ordre de 0,09 mg
pour chacun des échantillons Dy3 mois (0,2) et Dy3 mois (1), ont été retrouvées dans les
témoins abiotiques, montrant que I’ammoniac n'est pas d’origine biologique et serait
produit par des processus physico-chimiques, comme il a été constaté dans les résultats
du NH," de la série A. Aucun virement de couleur de I’acide borique coloré n’a été noté
sur les échantillons des vieux résidus. Ceci est di soit a I’absence de la production de
NH; ou bien, au contraire, & la présence de ce demier, mais sous la forme dissoute
(NH,") puisque le pH de ces échantillons est neutre. La présence du NH," dans Yv6 ans
(0,2), comme indiqué au tableau 4.9, peut étre la preuve de I’existence de I’ammoniaque
sous la forme de NH,".
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Tableau 4.9 Résultats du NH; aprés 4 mois d’incubation

Echantillon NH, (mg)
Dy3 (0,2) 0,08 £0,01
Dy3 (0,2)-T 0,09
Dy3 mois (1) 0,09 £0,01
Dy3 mois (1)-T 0,09
Yv6(0,2) ND
Yv6(0,2)-T ND
Yv6 ans (1) ND
Yvé6 ans (1)-T ND
Dy9 (0,2) ND
Dy9 (0,2)-T ND
Dy9 ans (1) ND
Dy9 ans (1)-T ND

4.4 Conclusion

Les essais de minéralisation ont répondu aux principales interrogations concemant la
capacité des micro-organismes 2 dégrader les cyanures. En effet, les six échantillons qui
ont fait I'objet de cette étude, ont montré un grand potentiel de minéralisation des
cyanures libres. Ce potentiel utilisant la microflore indigéne d’un résidu minier a été
prouvé pour la premiére fois dans le présent projet de recherche. Des pourcentages de
minéralisation élevés, variant de 71,5% & 100 %, ont été mesurés sur les six échantillons.
De plus, cette microflore était capable de dégrader les cyanures libres en présence de §
et 10 mg/kg. Dans les échantillons Yv6 ans (0,2), Yv6 ans (1), Dy9 ans (0,2) et Dy9 ans
(1), le taux de minéralisation observé était fonction de la concentration ajoutée. Il était
d’autant plus grand que la concentration €tait faible. Cependant, dans les échantillons
des résidus frais Dy3 mois (0,2) et Dy3 mois (1), les micro-organismes dégradaient les
cyanures au méme taux quelle que soit la concentration. Cette différence montre que la
microflore des résidus frais est effectivement adaptée 4 des concentrations de cyanures

plus élevées que celle des vieux résidus. Les cinétiques de minéralisation les plus
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rapides ont été observées dans les échantillons des vieux résidus et surtout lorsque les
concentrations en cyanures libres étaient de plus en plus petites. La faible cinétique de
minéralisation observée dans les résidus frais serait due au nombre minime de
dégradeurs de cyanures libres qui se seraient développés en raison du jeune ige des

résidus, ainsi qu’au pH alcalin de ces résidus.

Les essais de biodégradation naturelle réalisés sur Yv6 ans (0,2) n'ont révélé aucune
réduction de la concentration des CNy alors qu’une légére tendance i la diminution a été
observée dans Dy3 mois (0,2) pendant la période d’échantillonnage. Comme il a éé
montré dans les chapitres 3 et 2, la stabilité des cyanures et leur forme complexe (0% de
solubilisation & pH neutre et CNwap non détectable) a I’intérieur de |'échantillon Yv6
ans (0,2) serait la raison principale de leur résistance a la biodégradation. Toutefois, il
faudrait appuyer cette hypothése par des tests de minéralisation réalisés avec des
cyanures complexés radiomarqués.
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CHAPITRE §

5 ETUDE DE LA VOLATILISATION DES CYANURES

5.1 Introduction

Le suivi de la volatilisation des cyanures contenus dans le résidu a été réalisé en dosant
I'acide cyanhydrique (HCN) dissout dans du NaOH. Comme le HCN (la forme volatile
des cyanures) est un acide, il est donc facilement absorbé par une base. L’idée €tait alors
de mettre dans chaque réacteur contenant les échantillons une trappe & NaOH, puis

d’échantillonner la soude dans le temps.

Toujours dans le but de comparer les vieux résidus avec les résidus frais, les tests de
volatilisation ont été réalisés sur les échantillons qui ont fait 1’objet de la séric A des
tests de biodégradation, soient Yv6 ans (0,2) et Dy3 mois (0,2). Comme toutes les
expériences précédentes, les essais de volatilisation ont été effectués sans modification

des caractéristiques et des conditions physico-chimiques du résidu.

5.2 Matériels et méthodes

Le protocole détaillé du test de volatilisation se trouve i I’annexe VI, P33-F.

Le test de volatilisation des cyanures a été réalisé pour vérifier I'hypothése que les
cyanures contenus dans le résidu sont volatils. L'expérience proposée tenait compte de
la concentration initiale des cyanures ainsi que le pH initial du résidu. Elle a été réalisée
en triplicata sur deux échantillons Yv6 ans (0,2) et Dy3 mois (0,2) dont le pH initial
(avant le début de I'expérience) était respectivement 7,8 et 10,6 et les concentrations en
CNrde 4,8 et 17 mg/ke.
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Le principe des essais de volatilisation consistait 2 mettre une quantité déterminée de
résidu minier dans un réacteur fermé de 750 ml pourvu d’une trappe de NaOH (0,5N)
(Aronstein et al., 1994). Le HCN qui diffuse du résidu se retrouve dissout dans 5 ml de
NaOH. La soude est par la suite dosée par la méthode 4500 CN° C de Standard Methods
(APHA et al., 1998) pour déterminer la concentration en cyanures totaux. Les réacteurs
utilisés étaient en verre ambré. Ils étaient munis d’un couvercle en téflon et de valves
mininerts permettant I’échantillonnage de la soude sans I’ouverture des réacteurs. Ces
derniers ont été placés a température ambiante (25 + 1°C). L’échantillonnage de la soude
a été fait sur une période totalisant 8 semaines. Les points d’échantillonnage étaient a 0,
1, 3, 6 et 8 semaines. La période de 8 semaines était largement suffisante pour détecter
une éventuelle présence du HCN dans la soude. Aronstein et al. (1994) ont suivi
I’accumulation du H'CN durant 2 semaines (le pH du milieu était 7,2), alors que
Mihaylov et Hendrix (1994) ont suivi la volatilisation du HCN dans un milieu
hétérogéne a pH 10 sur une période de 25 heures. Dans les deux cas, le suivi de la

volatilisation a €té fait avec des cyanures ajoutés.

Deux essais ont été prévus dans la présente expérience. Le premier essai consistait &
suivre la volatilisation issue uniquement des réactions abiotiques car le HCN peut étre
produit par des micro-organismes cyanogéniques et de ce fait, biaiser les résultats de
volatilisation qui est un phénoméne physico-chimique (Aronstein et al., 1994, Knowles,
1976). Le résidu a été stérilisé en ajoutant 0,5% de HgCl, (Wolf et al., 1989). Monté en
paralléle, le deuxiéme essai consistait a suivre la volatilisation dans un systéme biotique
ol le résidu a été utilisé sans ajout de HgCl, Cet essai a été réalisé a titre comparatif

avec I’essai abiotique.

Un essai préliminaire a été réalisé pour valider le principe du test de volatilisation des
cyanures. Cet essai consistait & contaminer 100 g de résidu minier, contenu dans un
réacteur fermé muni d’une trappe & NaOH, avec 10 ml d’une solution de cyanures libres

a 1000 mg/l. Aprés 4 jours, le NaOH a été échantillonn€ et les cyanures totaux analysés.
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Les résultats ont révélé une récupération de 17% de la quantité initiale de cyanures libres
ajoutée au résidu. La méthodologie proposée pour le test de volatilisation est donc en
mesure de quantifier les cyanures volatils si leur concentration est supérieure 4 la limite

de détection.

5.3 Résultats et discussion

Le suivi de la volatilisation des cyanures sur une période de 8 semaines a révélé une
concentration en cyanures totaux non détectable (<0,01 mg/l) dans la soude, et cela pour
les deux échantillons Dy3 mois (0,2) et Yv6 ans (0,2) et aux deux essais abiotique et
biotique, notés Dy3 (0,2)-A, Yv6 (0,2)-A pour les échantillons abiotiques, et Dy3 (0,2)-
B, Yv6 (0,2)-B pour les échantillons biotiques (voir tableau 5.1). L’absence de la
volatilisation dans Dy3 mois (0,2) pourrait étre due a son pH basique (pH = 10,6).
Mihaylov et Hendrix (1994) ont montré que le pourcentage de volatilisation des CN’, a
pH 10 dans un milieu hétérogéne, demeurait en dessous de 1% et ont observé que la
diminution du pH de 10 a 7 entrainait une volatilisation des cyanures libres 50 fois plus
grande. Cependant, dans I’échantillon Yv6 ans (0,2) (pH 7,8) I'absence de la
volatilisation serait plut6t liée A la forme complexée des cyanures contenus dans les
vieux résidus, comme I’ont montré les résultats des chapitres 2 et 3 oit les CNwap €taient
non détectables et les cyanures lixiviables étaient nuls dans cet échantillon. Au cours du
temps, les cyanures libres auraient disparu de ces résidus par plusieurs phénoménes,
entre autre par volatilisation i cause de la grande pression de vapeur et la basse
température d’ébullition du HCN. Theis et al. (1994) n’ont pas détecté la présence de
CN et de HCN lorsqu’ils ont étudié la forme chimique des cyanures contenus dans des
résidus acides (pH = 3,9) d’une ancienne usine & gaz. IIs ont conclu alors que méme si la
forme libre des cyanures avait éé présente dans les résidus, elle aurait été éliminée par
volatilisation. Le HCN non détecté dans les essais biotiques montre I’absence des micro-

organismes cyanogéniques dans les deux échantillons étudiés.
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Tableau 5.1 Cyanures totaux (mg/l) retrouvés dans I’essai biotique et abiotique des tests

de volatilisation

(=
—
w
=,
oo

Temps (semaines)

Dy3 (0,2)- A ND ND ND ND ND

Dy3 (0,2)-B ND ND ND ND ND

Yv6 (0,2)- A ND ND ND ND ND

Yv6 (0,2)- B ND ND ND ND ND
ND: < 0,01 mgh

5.4 Conclusion

Les tests de volatilisation ont été en mesure de prouver ’absence de I'acide
cyanhydrique dans les échantillons Dy3 mois (0,2) et Yv6 ans (0,2). Egalement, la
production, par les micro-organismes cyanogéniques, du HCN n’a pu étre montrée, ce
qui conclue 1'absence de ce type de micro-organismes dans les échantillons testés.
Toutefois, 1’absence de la volatilisation du HCN, constatée dans {’échantillon des vieux
résidus, serait attribuable a la forme complexe et stable des cyanures contenus dans cet
échantillon. Les cyanures libres, dans les vieux résidus, auraient probablement été
éliminés par volatilisation lors de I'entreposage ou par d’autres mécanismes
d’atténuation naturelle comme la minéralisation. Cependant, dans I'échantillon des

résidus frais, I’absence de la volatilisation serait plus liée a leur pH basique.
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CONCLUSION GENERALE

Les cyanures d’origine anthropique posent un probléme majeur pour les industries
concernées a cause de leur toxicité potentielle et du danger de contamination des eaux
souterraines et des eaux de surface. Plusieurs technologies de détoxication des effluents
contaminés aux cyanures existent. Ces technologies sont basées sur des processus
chimiques ou biologiques. En revanche, peu de technologies sont mises au point pour le
traitement des cyanures dans les résidus solides. Dans le but de vérifier I'hypothése de
I’atténuation naturelle des cyanures contenus dans les résidus miniers, provenant d’une
usine de traitement du minerai d’or, trois phénoménes majeurs qui contribuent a leur
atténuation ont été testés. Ces phénoménes ont été étudiés sur des résidus frais
entreposés depuis quelques mois et des vieux résidus entreposés depuis plus de 6 ans,

apres les avoir soumis 3 une caractérisation physico-chimique et microbiologique.

Comme cela a déja été rapporté par la littérature, la caractérisation des résidus frais et
des vieux résidus a révélé une évolution des propriétés physico-chimiques et
microbiologiques des résidus dans le temps. La concentration en cyanures totaux et le
pH dans les résidus frais sont apparus beaucoup plus grands que ceux dans les vieux
résidus. Par contre, la présence des hétérotrophes totaux et des micro-organismes
tolérants a été observée uniquement dans les vieux résidus lorsque la technique des
comptes viables a été utilisée.

Les tests de solubilisation, réalisés pour vérifier le caractére lixiviable des échantilions,
ont montré que les cyanures contenus dans les résidus frais seraient prédisposés a
d’éventuels phénomeénes de transport, puisqu'un pourcentage de solubilisation trés élevé
a été obtenu dans ces échantillons. Cependant, les concentrations des cyanures totaux
étaient pon détectables dans le lixiviat des vieux résidus montrant ainsi qu’ils sont sous

une forme stable. Le caractére lixiviable des résidus frais explique, en partie, la
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différence de concentration en cyanures totaux, entre les deux ages de résidu, constatée
lors de la caractérisation chimique. La solubilisation des cyanures contenus dans les
résidus frais ne sous-entend pas leur atténuation par des phénomeénes de transport
uniquement, des phénomeénes de transformation pourraient aussi avoir lieu. La présence
des cyanates et thiocyanates dans la phase liquide de ces résidus suggére I’existence de

réactions d’oxydation et de réduction réduisant ainsi la toxicité des cyanures.

D’autre part, il a été montré par les essais de biodégradation que chacun des vieux
résidus et des résidus frais posséde un potentiel élevé de minéralisation des cyanures
libres ajoutés sous forme de K'*CN, et ce 2 des concentrations pouvant aller jusqu’a 10
mg/kg de CN'. Ces résultats suggerent que la microflore indigéne des résidus est capable
de dégrader naturellement la forme la plus toxique des cyanures. Par contre, la forme
complexe (précipités des sels de cyanures), qui est plus stable, ne représente pas un
danger majeur pour l'environnement. Méme s’il arrive, avec un changement de
conditions, que les cyanures libres se retrouvent dans le résidu, 1a minéralisation pourrait

a ce moment avoir lieu a cause de la présence des dégradeurs des cyanures libres.

Le suivi de la biodégradation des cyanures contenus initialement dans le résidu, a
I’intérieur de la période de 96 jours, n’a révélé aucune réduction de la concentration des
CNr dans les vieux résidus (6 ans), alors qu’une légére tendance a la diminution a été
observée dans les résidus frais (3 mois). L’absence de la biodégradation des cyanures
dans les vieux résidus serait li€e, en grande partie, a leur forme complexe et
difficilement biodégradable

Les cyanures contenus dans les résidus frais et les vieux résidus se sont avérés non
volatils. L’absence de volatilisation dans les vieux résidus serait due a la forme
complexe et stable des cyanures contenus dans ces résidus. Les cyanures libres qui
auraient ét€ présents dans les vieux résidus, auraient été éliminés par des mécanismes de

wransformation ou de transport. Cependant, dans les résidus frais le pH basique serait la
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raison majeure de I'absence de volatilisation. Il est donc difficile de conclure sur le

potentiel d’atténuation naturelle des cyanures par volatilisation.

Dans chacun des phénomeénes étudiés, aucune différence n'a été observée dans le
comportement des échantillons Yv6, Dy9, Dy3 en fonction des deux profondeurs (0,2 et
1 métre), sauf dans le cas du rapport des cyanures extraits dans 10% de NaOH et ceux
analysés par la méthode 4500-CN C-. En effet, ce rapport a montré une différence entre
les deux profondeurs dans chaque échantillon. Egalement, les échantillons des vieux
résidus (Yv6, Dy9) prélevés sur deux sites miniers n’ont montré aucune différence

majeure dans la caractérisation, le potentiel de minéralisation et la solubilisation.

En résumé, il a été montré dans ce projet de recherche que les cyanures contenus dans
les vieux résidus étaient présents dans une forme stable, alors que ceux contenus dans les
résidus frais étaient plutdt lixivables se prétant ainsi  des phénomenes de transformation
ou de transport. En effet, les résultats obtenus par les tests de minéralisation ont révélé
I’existence du mécanisme de biodégradation des cyanures en produits non toxiques. La
biodégradation pourrait alors étre un phénoméne important de diminution de la

concentration des cyanures libres.

L’existence de mécanismes d’atténuation naturelle des cyanures a donc été démontrée,
lors de cette étude, sur deux sites miniers et sur des résidus d’iges différents.
L’atténuation naturelle serait envisageable comme technique de traitement passive des
résidus solides qui ne sont pas fortement contaminés aux cyanures. Cependant, d’autres
recherches sont recommandées afin de s’assurer que les cyanures lixiviables sont

dégradés avant d’atteindre les eaux de surface et les eaux souterraines.
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RECOMMANDATIONS

Les recommandations suggérées pour la suite de ce projet sont résumées dans les points
suivants. Ces recommandations soulignent le besoin en recherche afin de répondre a

certaines hypothéses soulevées lors des discussions.

o Réaliser des tests d’adsorption et une analyse minéralogique détaillée du résidu

pour voir si ce dernier 3 une grande capacité d’adsorption.

¢ Etudier plus en détails la spéciation des cyanures dans les résidus pour savoir

sous quelle forme chimique ils se retrouvent.
o Rdaliser des études écotoxicologiques.

o Vérifier les phénoménes d’atténuation naturelle par précipitation et oxydation en

analysant dans le résidu les précipités des complexes de sels de cyanure et les

cyanates.

e Prendre des échantillons d’eaux souterraines et des eaux de surface adjacentes
aux deux sites miniers qui ont fait I’objet de cette étude, afin de vérifier la

migration des cyanures.
Pour les essais de biodégradation, les travaux suivants sont recommandés :
o Continuer avec les tests de minéralisation en utilisant le K'*CN et en augmentant

la concentration du froid (KCN) jusqu’d observer Uinhibition de la

minéralisation. Ceci est pour savoir quelle concentration les micro-organismes
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sont capables de tolérer, et ainsi prévoir les concentrations maximales pour

instaurer I’atténuation naturelle comme technique de traitement passive.

Réaliser des essais de minéralisation en microcosmes avec des ferrocyanures
radiomarqués, dans le but de savoir si les dégradeurs de cyanures libres, dont la
présence a été montrée dans ce projet, sont capables de minéraliser la forme

complexe des cyanures.

Faire des tests de minéralisation dans la phase aqueuse du résidu pour démontrer

I'existence de micro-organismes dégradeurs de cyanures.

Il est aussi recommandé d’effectuer des tests de minéralisation en anaérobie afin
de savoir s'il existe, dans ces conditions, des bactéries capables de dégrader les

cyanures naturellement.
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ANNEXE1 P33-A- Détermination de la matiére organique par combustion 4
550°C
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Titre : Détermination de la matiére organique par combustion a 550°C.
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1 OBJECTIF

La méthode de détermination de la matidre organique par combustion du résidu & 550°C
permet de déterminer le pourcentage des cendres (matiére minérale). Cette donnée est
ensuite utilisée pour calculer le pourcentage de la matiére organique contenue dans le
résidu. L’étape de séchage a 105°C permet également de déterminer-le pourcentage

d’eau.
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2 MATERIELS

- Foura$550°C;

- Creuset en porcelaine, 30 ml résistant 2 des températures élevées, préalablement
nettoyé ;

- Dessiccateur ;

- Balance analytique (précision de 0.0001 g) ;

- Spatule, cuillére, etc. (propres) ;

- Four réglable 3 une température constante et uniforme de 105 °C£35°C;

- Gants de protection contre la chaleur ;

- Paire de pinces en acier a long manche.

3 METHODOLOGIE
A réaliser en duplicata

1. Peser environ précisément 5 g de résidu dans un creuset de porcelaine préalablement

pesé ;

Mettre 2 sécher dans le four 2 105 °C pendant I2 h au minimum ;

Placer au dessiccateur pendant 30 mn au minimum ;

Peser le creuset ;

Remettre a I’étuve pour une période de deux heures et reprendre les étapes 3 et 4 ;

Reprendre I'étape 5 jusqu’a I’ obtention d’un poids constant (différence de 5 mg au

maximum) ;

7. Placer le creuset + résidu dans le four 4 550 °C ;

8. Laisser I'échantillon dans le four pendant un minimumde 16 h ;

9. Placer I’échantillon dans le dessiccateur, le laisser au minimum 1 h;

10. Peser I'échantillon aprés refroidissement dans le dessiccateur ;

11. Noter le poids creuset + cendres ;

12. Remettre I'échantillon dans le four & 550 °C pour environ 2 h;

13. Répéter les opérations 9 a L1 ;

14. Si le poids entre la premiére pesée et la deuxiéme est constant (différence de 5 mg au
maximum) passer aux calculs, sinon refaire les étapes 12 et 13 jusqu’'a ce que le
poids soit constant.

A ol el A

4 CALCULS
1. Caicul du % d’ean
% d’ean = [(a-c)-(b-c)}/(a-c) x 100

Ou, a = poids initial (g) du creuset + échantillon humide
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b = poids final (g) du creuset + échantillons sec
¢ = poids du creuset vide

2. Calcul du % des cendres
% Cendres = [(a-c)/(b-c)] x 100

O, a= poids final (g) du creuset +cendres
b = poids initial (g) du creuset + résidu (séché a 105 °C)
¢ = poids (g) du creuset vide

3. Calcul du % de la matiére organique
% matiére organique = 100 - % cendres (calculé dans 2)

Notes :

o Les poids sont notés a 0.0001 g pres.

o Les creusets ne doivent pas étre manipulés a main nues.

o Les manipulations dans le four 4 550 °C se font & I’aide de gants de
protection contre la chaleur et d’une paire de pinces a long manche.

o Avant de mettre I'échantillon dans le four a 550 °C, il est préférable de
maintenir la température de celui-ci 2 375 °C pendant 1 h. Ensuite mettre
I’échantillon. Dans notre cas le four n’est pas réglable, donc il nous est
impossible d’obtenir un profil de température.

5 REFERENCES

ASTM D2974 1988 (Soil Sampling and Methods of Analysis. M.R. Carter (Ed)
Canadian Society of Science.

Protocole P33-A version 12
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ANNEXE Il P33-B- Méthode de détermination de la Capacité d’Echange
Cationique (CEC) pour un résidu minier
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Titre : Méthode de détermination de la Capacité d’Echange Cationique (CEC) pour

un résidu minier.

Motsclés:  CEC, NaOAc, NH4OAc, cations, métaux, absorption atomique.

1 OBJECTIF

L’objectif principal de la CEC est d’estimer la quantité de cations échangeables dans le résidu
minier. Celle ci nous permettra par la suite de connaitre sa capacité de rétention ou de relargage
des métaux lourds.
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2 PRINCIPE

La méthode de détermination de la CEC est simple, elle s’effectue en trois étapes.
La premiére étape consiste a enlever les cations échangeables adsorbés sur le résidu
et les remplacer par le sodium (Na*) et cela par un premier lavage avec la solution
d’acétate de sodium (NaOAc). La deuxiéme étape est un lavage successif du résidu
avec l’alcool isopropylique pour enlever I'excés de sodium. Enfin, la troisiéme
étape est un demnier lavage qui consiste cette fois ci a récupérer le sodium en le
remplagant par I'ion ammonium (NH,") contenu dans la solution d’acétate
d’ammonium (NH4OAc). Le sodium qui a occupé les sites vacants des cations
échangeables est ensuite dosé par absorption atomique.

3 MATERIEL ET REACTIFS
3.1 MATERIEL

Note : La verrerie et les tubes 2 centrifugeuse doivent étre préalablement lavés a
I’acide ;

Procédure : Faire un premier trempage dans I’acide nitrique (10%) (laisser environ
3 heures), ensuite rincer 3 fois a 'eau distillée et 3 fois 4 I’eau purifiée. Refaire un
deuxiéme trempage toujours dans I’acide nitrique (10 %) (Laisser environ 3 heures),
puis rincer 3 fois a 1’eau distillée et 3 fois a I'eau purifiée.

- Balance de 0.01 de précision ;

- Agitateur de type Wrist action et de marque Burrel ;

- Centrifugeuse ;

- Agitateur magnétique ;

- Barreau magnétique ;

- Cylindre gradué de SOml ;

- Tubes a centrifugeuse 50 ml en polypropyléne de base ronde et de col étroit.
- Pipettes neuves et stériles 10 ml (jetables) (ne pas laver a I’acide) ;

- Pipette 50 ml ;

- Spatules en acier inoxydable ;

- Bouteilles en HDPE ou en PE (pour I’entreposage des solutions finales) ;
- Bécheren verre 500 mi ;

- Poire a pipette ;

- Pipetman Iml;
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- pH métre ;
- Ballon volumétrique (100, 1000 et 2000 ml).

3.2 REACTIFS

- Acétate de sodium CH;COONa.3H;O ou bien Acétate de sodium anhydre
CH;COONa ;

- Acide acétique glacial (99.5%) ;

- Eau purifiée (eau nanopure, résistivité 2 18.2 MQ.cm) ;
- Solution de NaOH, 10 N;

- Hydroxyde d’ammonium (NH,OH) ;

- Alcool isopropylique 99% ;

- Acide nitrique 10% (HNO») ;

- Acétate d’ammonium CH;COONH, (au cas ou vous choisissez la deuxiéme
possibilité de préparer I’acétate d’ammonium / N).

4 METHODOLOGIE

4.1 Preéparation des solutions

1.

2.

Acétate de sodium (NaOAc), I N : Peser 136 g de CH;COONa.3H,O ou bien 82 g
d’acétate de sodium anhydre (CH;COONa) dans un ballon de 1000 mi. Dissoudre
avec 500 ml d'eau purifiée, puis agiter la solution sur 'agitateur magnétique pendant
15 mn, mettre le chauffage 4 4 (ceci va permettre d'accélérer la dissolution des
cristaux). Une fois que la solution est bien homogéne, compléter jusqu’a 980 ml. Le
pH de cette solution doit étre 8.2. Au besoin, ajouter quelques gouttes d’acide
acétique ou bien d’une solution de NaOH (selon le cas) pour ramener la solution
d’acétate de sodium i pH = 8.2. Lorsque le pH devient égal a 8.2 compléter la
dilution jusqu'au volume de 1000 ml.

Acétate d’ammonium (NH OAc) 1 N : Dans un ballon volumétrique de 2000 ml,
mesurer 114 mi d’acide acétique glacial (99.5%) a l'aide des pipettes de 50 et 10 ml.
Ajouter environ 1000 ml d’eau purifie, ensuite ajouter 138 ml d’hydroxyde
d’ammonium concentré (NH,OH). Compléter avec de l'eau purifiée jusqu’au
volume de 1980 ml. Vérifier le pH pour la solution résultante. Rajouter au besoin du
(NH4OH) ou de l'acide acétique glacial pour obtenir une solution de pH = 7, puis
compiéter jusqu’au volume 2000 ml avec de I’eau purifiée.

Acétate d’ammonium (NHOAc) 1 N (deuxitme possibilité) :
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Il y a une autre facon plus simple de préparer la solution d’acétate d’ammonium

IN;

- Peser 77.08 g de CH;COONH, dans un ballon volumétrique de 1000 ml,
dissoudre avec environ 300 ml d’eau purifiée ensuite compléter avec de 1'eau
purifiée jusqu’a environ 980 ml. Lire le pH de la solution résultante. Rajouter au
besoin du (NH,OH) ou de I’acide acétique glacial pour obtenir une solution de
pH = 7.0, puis compléter jusqu’au volume 1000 ml avec de I'eau purifiée.

4.2 Procédure d’extraction
Note: A réaliser en duplicata.

1. Peser 4 g de résidu minier dans le tube 2 centrifugeuse.

2. Déterminer en paralléle sur un autre échantillon la teneur en eau (PSO A7), (les
résultats seront exprimés en poids sec).

3. Mesurer 33 ml de la solution NaOAc / N dans un cylindre de 50 ml, ensuite les
ajouter dans le tube 2 centrifugeuse. Fermer bien le tube puis agiter pendant 5 mn
dans l'agitateur Wrist action a vitesse 5.

4. Centrifuger 2 10,000 rpm jusqu’a ce que le surnageant soit clair
(approximativement 10mn).

5. Pipetter le surnageant 2 I'aide des pipettes 10 ml et s’en défaire en évitant de

prendre des particules de sols (prendre des pipettes neuves pour chaque

échantillon). NB : pour pipetter le fond du tube utiliser le pipetman | mi.

Répéier les étapes 3, 4 et 5 deux autres fois.

. Mesurer maintenant 33 ml d’alcool isopropylique 99% a I’aide du cylindre
gradué 50 ml, ajouter les ensuite dans le tube i centrifugeuse. Fermer bien le
tube puis agiter pendant 10 mn dans 1’ agitateur Wrist action a vitesse 5.

8. Faire exactement les étapes 4 et S.

9. Refaire les étapes 7 et 8 deux autres fois.

10. Ajouter maintenant 33 ml de NH4OAc N, fermer bien le tube puis agiter

pendant 5 mn dans l'agitateur Wrist action 3 vitesse 5.

11. Centrifuger 2 10,000 rpm jusqu’a ce que le surnageant soit clair
(approximativement 10 mn).

12. Retirer 2 ’aide des pipettes 10 ml le surnageant et le récupérer dans un ballon
volumétrique de 100 mi (prendre des pipettes neuves pour chaque échantillon).

13. Répéter les étapes 10, 11 et 12 deux autres fois en additionnant les surnageants

de I’étape 12 dans le méme ballon de 100 ml.
14. Diluer la solution récupérée dans le ballon jusqu’au volume exact de 100 ml avec

N

la solution de NH,OAc IN, (car le volume total récupéré sera inférieur a 100 ml).
15. Le sodium Naest dosé par absorption atomique.



148

5 CALCULS

CEC= (-l%) X (%) x(%g) [meq 1100g residu sec]
O,
a= Concentration de sodium (mg/1);
b = Masse du résidu sec (g).

Remarques

- Ne pas laisser les solutions de sodium dans les ballons volumétriques une fois
I'expérience finie, entreposer les dans des bouteilles en HDPE ou en PE 4 4 °C
et doser les a I'absorption atomique le plutét possible.

- On peut réaliser I’expérience de la CEC pour 4 échantillons en duplicata en
méme temps, mais pas plus, car on ne peut utiliser que 8 tubes i centrifugeuse a
la fois.

6 REFERENCES

Chapman, H.D. 1965. Cation exchange capacity. Methods of soil analysis, part 2.
Chemical and microbiological properties, 891-901.

Bower, C.A., Reitmeir, R.F., and Fireman, M. 1952. Exchangeable cation analysis of
saline and alkali soils. Soil Science. A : 63-79.

7 RECOMMANDATIONS

¢ La détermination de la CEC est une expérience délicate a réaliser. Pour ce
faire, il faut toujours s’assurer qu’au moment de pipetter le surnageant, les
particules de résidu ne soient pas prises.

o Il est recommandé de réaliser cette expérience en duplicata ou en triplicata
pour pouvoir comparer vos résultats. Pour réaliser cette expérience en
triplicata vous ne pouvez I’effectuer que sur 2 échantillons a la fois, car
I’espace dans la centrifugeuse est disponible uniquement pour 8 tubes. Par
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contre vous pouvez l'effectuer sur 4 échantillons si vous décidez de la faire
en duplicata.

1l est & conseiller d’envoyer avec les échantillons pour le dosage du sodium
un blanc (juste de |’eau purifiée), et une solution dont la concentration en Na
est connue (préparée avec du NaCl).

Si vous avez plusieurs échantillons & faire en méme temps, utilisez des
pipettes propres (jetables) pour chacun des échantillons et pour chacun des
réplicats.
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ANNEXE III P33-C- Dénombrement de microflores tolérantes aux cyanures et
dénombrement sélectif par la méthode du comptage sur boites de Pétri ou méthode
des comptes viables
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Titre : Dénombrement de microflores tolérantes aux cyanures et dénombrement
sélectif par la méthode du comptage sur pétris ou méthode des comptes viables.

Motsclés:  Cyanure, KCN, pétris, dénombrement sélectif, microflores tolérantes

aux cyanures.

1 OBJECTIF

L’ objectif de cette manipulation est de découvrir s’il existe parmi les micro-organismes
comptés a I'étape précédente (hétérotrophes totaux) ceux qui sont capables de croitre en
présence des cyanures ajoutés au milieu nutritif.
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2 PRINCIPE

Le principe de cette technique est la dilution en série de I’échantillon de sol contenant
les micro-organismes. Des aliquots de chaque dilution sont déposés sur différents
milieux de culture cyanurés. L’'un des milieux contient du tryptic soy broth (milieu
complet qui est constitué de nutriments et d’une source de carbone). Ce milieu est
destiné & prouver si les micro-organismes ont la capacité de croitre en présence des
cyanures additionnés sous forme de solution de KCN (les tolérants). Un second milieu
ol les cyanures sont ajoutés comme seule source de carbone est destiné a savoir si des
micro-organismes peuvent utiliser les cyanures comme source unique de carbone (les
sélectifs).

Chaque colonie qui se développe est présumée étre issue d’une unité viable, soit un seul
organisme ou bien un groupe d’organismes. Les résultats seront exprimés en UFC/g de
résidu sec (UFC étant Unités Formant des Colonies).

3 MATERIELS

Note : Réaliser ’expérience en duplicata

- Boites de Pétri pré-identifiés (12 boites par échantillon, soit 4 dilutions en
triplicatas) ;

- 2 boites de Pétri pour contrile par échantillon qui seront notés C(#)A, C(#)B ;

- Bouteille de dilution de 125 ml (4 bouteitles par échantillon) ;

Note : il faut prévoir toujours plus de bouteilles au cas ou il y aurait un
probléme;

- Erlenmeyer (il faut prévoir un erlenmeyer plus grand que la quantité du milieu a
préparer. Par exemple un erlenmeyer de 2 L peut étre rempli avec 1.7 L de
milieu au maximum pour pouvoir étre autoctavé de fagon sécuritaire) ;

- Bouchons en mousse + papier aluminium pour fermer les erlenmeyers lors de
I’autoclavage ;

- Papier d’autoclavage ;

- Pipettes stériles de 10 mi (jetables) ;

- Poire a pipette ;

- Pipetman i embouts stériles (autoclavés) (100 i) ;

- Dispensette de 25 ml ou plus ;

- Billes en verre pour I’extraction ;

- Pétri en verre avec couvercle contenant environ 30 ml d’éthanol 95 % ;
- Tige de verre recourbée sous forme de béton de hockey ;
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- Toume disque pour les étalements sur boites de Pétri ;

- Ventouses en caoutchouc (s’en servir pour manipuler les erlenmeyers lors du
coulage) ;

- Spatule, cuillére, etc. (snivre les instructions pour travailler en conditions
stériles) ;

- Balance de 3200 g (précision 0.01 g, préalablement calibrée) ;
- Papier pH (pour vérifier le pH du milieu de culture) ;

- Autoclave ;

- Incubateur ;

- Bain-marie;

- Agitateur magnétique ;

- pH-métre (préalablement calibré) ;

- Flamme pour la stérilisation ;

- Becherde 100 mi ;

- Seringue (50ml) + filtre de stérilisation (0.45 pm).

4 REACTIFS

- Tryptic soy broth sans dextrose (500 g, 0862-17-8 DIFCO Laboratories, Detroit
MI 48232-7058 USA) ;

- Acide nitrique 10 % v/v (225 litres, AC6525 UN2031, réactifs A.C.S.,
Anachemia Canada, Montréal ;

- MSM (voir page9);

- Agar purifié (500 g, 11853 BBL BECTON DICKINSON, Cockeysville MD
21030 USA) ;

- Agar noble (Agar bactériologique OXOID, 500 g code L11 UNIPATH LTD.
Hampshire, England) ;

- Eau purifiée (désionisée) ;

- Eau stérilisée (autoclavée) ;

- Alcool dénaturé (éthanol 85 %) (4 litres, A 407 P-4, Fisher Scientific, Nepean
Ontario) ;

- Chlorure de sodium NaCl (2 Kg, AC 8304, réactifs A.C.S., Anachemia Canada
Montréal) ;

- Soude caustique (NaOH) 10 N p/v (NaOH solide : 10 Kg, AC 8370, réactifs
A.C.S. Anachemia Canada Montréal, Toronto, Vancouver) ;

- Cyanure de potassium KCN (500 g, UN 1680 réactifs A.C.S., Mallinckrodt
Backer Inc, Paris Kentuckey 40361) ;
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5§ METHODOLOGIE

Dans cette méthode on propose de faire pousser les micro-organismes sur trois
différents milieux soit :

Milieu I : Tryptic Soy Agar (TSA) + agar purifié (15g/1) KCN (57.5 mg/l) -
23 mg/l cyanures libres

Milieu I : Agar noble (15 g/1) + MSM + KCN (57.5 mg/l) - 23 mg/l cyanures
libres

5.1 Préparation des milieux sélectifs

Miliew I :

-

Dans un erlenmeyer de 2 litres peser 4.5 g de tryptic soy broth sans dextrose et
225 g d’agar purifié (le mélange donne le Tryptic Soy Agar (TSA), puis
compléter avec 1450 ml d’eau purifiée).

(calculer le volume du mélange qu'il faut pour tout le nombre de boites de Pétri que
vous prévoyez faire. Pour les 122 boites de Pétri calculés pour mon cas (voir cahier
de lab p.40) il faut prévoir 3 litres de solution (TSA) soit 2 erlenmeyers contenant
chacun 1.51);

2.

3-

Laisser agiter sur |’agitateur magnétique environ 5 mn (ne pas enlever le
barreau);

Fermer I’etlenmeyer a I’aide d’un bouchon de mousse et couvrir son col de

papier aluminium, poser ensuite un papier autoclave dessus et mettre a
autoclaver pendant 20 mn A température de 121 °C;

Refroidir le milieu autoclavé A une température de versement d’environ 60 °C
ensuite, le mettre dans un bain marie afin de maintenir sa température a 60 °C ;
Préparer une solution de cyanures libres (34.5 mg/ 50 ml)sous la hotte
ventilée :

dans un becher de 100 ml peser 86.25 mg de KCN. Compléter 4 50 m! avec
Peau purifiée préalablement ajustée & pH 12.0 avec la solution de NaOH 10 N
(ceci est pour empécher la formation et la volatilisation du HCN).

Remarque : ces quantités sont calculées pour une solution finale (TSA + KCN)
de 1.5 ). NB : 86.25 mg de KCN dans 1.5 | de solution TSA + KCN donne une

concentration finale de 23 mg/l de cyanures. Le pH de cette solution doit étre
égal 9.2
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6- Préparer le matériel pour ajuster le pH du milieu autoclavé (pH-métre, tampon a
température de 60 °C, agitateur magnétique, acide nitrique, eau stérile, NaOH 10
N, seringues et filtres).

Ajustement du pH :

- Premiérement calibrer le pH-métre a I'aide des 3 standards chauffés
au bain-marie (60 °C) ; assurez-vous que les tampons sont agités au
moment de la calibration (noter la T° des trois valeurs) ;

- Nettoyer I’électrode a ’acide, puis rincer avec 'eau stérilisée par
autoclave.

- Retirer Ierlenmeyer contenant le milieu du bain-marie et le mettre sur
I’agitateur magnétique apres avoir stérilisé le col a la flamme.

- Lire le pH du milieu et commencer a ajouter quelques gouttes de
NaOH 10 N stérilisées par filtration (0.45 pm). Ajuster le pH du
milieu A 8.5, ensuite ajouter la solution de cyanures (préparée au point
5) en la passant sur le filtre 0.45 pm. Le pH du milieu devrait monter
jusqu’a 8.7, rajouter du NaOH pour ramener ce dernier & pH = 9.2.
Noter le pH exact.

7- Remettre le bouchon de mousse de I’erlenmeyer et agiter pendant 10 minutes
sur |’agitateur magnétique.

8- Passer tout de suite aprés a I’étape de la distribution sur boites de Pétri
(paragraphe 5.2).

Milieu II :
- Dans un erlenmeyer de 2 litres peser 22.5 g d’agar noble. Y ajouter le mélange

de MSM, puis compléter avec 1450 ml d’eau purifiée. (calculer le volume qu’il
faut pour tout le nombre de boites de Pétri que vous prévoyez faire);

- Suivre exactement la méme procédure que celle du Milieu I en commengant par
I’étape 2.

5.2 Distribution sur boites de Pétri

1- En travaillant dans des conditions stériles a proximité de la flamme, distribuer
environ 20 ml du milieu cyanuré dans une boite de pétri en essayant de ne pas
l'ouvrir au complet. Refermer la boite et la garder sur le comptoir stérilisé.
Procéder ainsi pour les boites de Pétri suivants. Empiler ainsi jusqu’a 5 boites de
Péuri. N.B: I'utilisation de poignets en caoutchouc lors du versement est
recommandé pour cet effet.

2- Une fois le Milieu I distribué, passer au Milieu II.
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Laisser I'agar se solidifier & température de la piéce pendant 1 heure toujours
sous la hotte ventilée.

Apres solidification de I’agar, les boites de Pétri sont placés en position inversée
24-48 heures (toujours sous la hotte ventilée) afin d’éviter que les gouttes
résultant de la condensation de I’eau ne retombent 2 la surface de la gélose.

Empiler les boites de Pétri (appartenant au méme milieu) ensemble, puis les
mettre dans leurs sacs originaux. Identifier les sacs et garder les au réfrigérateur
(4 °C) pendant au moins 24 h avant leur utilisation.

5.3 Préparation de la solution saline

1-

2-

Préparer une solution de NaCl 0.85 % p/v (8.5 g NaCl dans 1 | d’eau purifiée)
(en prévoir toujours assez pour tous le nombre de bouteilles)

Verser un volume de 95 ml dans les bouteilles de dilution qui serviront a
I’extraction (une bouteille par échantilion) a I’aide d’une dispensette de 25 mi.
Ajouter 30 billes de verre dans chaque bouteille.

Prendre maintenant le reste des bouteilles de dilution (3 bouteilles/éch) et verser
90 ml de la solution NaCl dans chacune.

Autoclaver toutes les bouteilles & 121 °C pendant 20 mn, puis laisser refroidir
jusqu’a température ambiante (pour accélérer le refroidissement on peut placer
les bouteilles dans la chambre froide 4 4 °C pendant environ 3 heures).

5.4 Préparation des dilutions en série

1-

Travailler stérilement prés de la flamme toujours sous la hotte ventilée. Peser
environ 10 g de résidu humide (noter le poids exact) a I’aide d’une cuillére
stérilisée (trempée dans I"éthanol ensuite briilée i la flamme) dans la bouteille a
dilution 95 ml contenant les billes de verre (préparées ci-dessus).

Faire un poids sec (PSO A7) en duplicata.

Boucher bien les bouteilles et agiter mécaniquement pendant 30 mn. Cette
bouteille contenant la suspension de sot représente [a dilution 10

Utiliser la hotte biologique pour faire les dilutions et I’étalement sur boites de
Pétri.

Brasser encore manuellement la bouteille avant de prélever les aliquots.

Prendre une série de 3 bouteilles de dilution autoclavées contenants la solution
saline et les identifier de 10 jusqu’a la dilution 10,

Réaliser les dilutions jusqu’a 10 en transférant 10 ml A chaque fois a partir de
la bouteille qui contient la plus getite dilution par ra?port a la prochaine. La
dilution 10 2 celle de 10'2, la 1042 102 et enfin la 10 4 la 10™ (voir le schéma
opératoire). Effectuer le transfert i 1’aide de la pipette stérile jetable (10 ml).
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Brasser les bouteilles énergiquement avant chaque prélévement afin de bien
homogénéiser la suspension. Jeter la pipette aprés chaque utilisation.

8- Une fois les dilutions prétes passer a I’étalement sur boites de Pétri.

5.5 Préparation des étalements sur boites de Pétri

1- Attention i la contamination ! Travailler toujours stérilement prés de la flamme.

2- A I’aide du pipetman, transférer 0.1 ml (100 pul) de chaque dilution sur les boites
de pétri préparés. Jeter I’embout aprés chaque utilisation.

3- Par un mouvement rotatif en utilisant le tourne disque, étaler la dilution sur le
milieu gélifié a I’aide d’une tige de verre recourbée stérilisée (il faut tremper la
tige dans I’éthanol, la passer a la flamme puis la laisser refroidir (1 mn) avant de
procéder a I'étalement). L’étalement s’effectue toujours de la plus haute dilution
a la plus petite (10 a 10™).

4- Apres étalement sur boites de Pétri, inverser ces derniers, et les empiler une fois
de plus, les remettre dans leurs sacs originaux. IIs sont préts pour |'incubation.

5- L’incubation des boites de Pétri s’effectue a 28 °C dans I'incubateur, pendant 7
jours (la premiére lecture), et 15 jours (la deuxiéme lecture) (Dumestre, 1995).
L’incubateur assure les conditions favorables pour la réalisation de cette
méthode (aérobie, température).

6- Remarque: seuls les milieux contenant entre 30 et 300 colonies serviront a
énumérer une population.

5.6 Procédure pour le comptage des colonies

Les boites de Pétri sont retirés au 7™ jour de P’incubateur. Seulement ceux
contenant entre 30 et 300 colonies sont considérés. Le comptage se fait
manuellement 2 I'aide du compteur Québec. Les boites de Pétri contenant de la
contamination sont exclus du compte final, les colonies étendues le sont aussi.

6 CALCULS

Calculer pour chacun des triplicatas le nombre de UFC/g de résidu sec pour une
dilution donnant entre 30 et 300 colonies. Effectuer une moyenne et un écart type

sur les trois résuitats. La détermination du nombre de UFC/g de résidu sec se calcule
comme suit :

(compte * Y ditution) (FC)
Poids sec du residu

Nombre de UFC/ g de residu sec =



Ou,

FC = le facteur de correction pour I’étalement. Ce facteur est égal & 10 car lors
1'étalement on ne préléve que 0.1 ml.

% humidit
Poids sec = poids residu humide x (l 2 mar e)

100

7 SCHEMA OPERATOIRE

710y 7 Non” \iomi /Eo mi

- I e.* B

=[]
m | |ml

mi
Résidu contaminé
S a2
10t 102 10
8 PREPARATION DU MELANGE MSM
Préparer une solution 1 M de chacun des composés suivants :
(PM g/mol) quantité prélevée
pour 1.51d’agar
- NaH,P04.H;O [sodium phosphate] 137.99 9.6 ml
- K;HPO, [potassiumn phosphate] 174.18 19.49 ml
- (NH3);S0; [ammonium sulfate] 132.14 12.49 ml
- MgS0,4.TH,O [magnésium sulfate] 246.48 0.59 ml

NaNO; [sodium nitrate] 84.99 17.69 ml
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Préparer une solution de 1 litre contenant tous les composés suivants, ensuite ajouter 1.3
ml de cette solution dans 1.5 1 d’agar :

PM (g/mol) quantité pesée (g/1)

- Co(NQO;):.6H,0 291.03 0.2903

- Al(SO4),.12H,0 474.39 04743

- CuSO, 159.66 0.1596
- ZnSO.7H;0 287.56 0.2875
- FeSO.7H;0 287.01 2.7801
- MnSO.H;0 169.02 1.6902
- Na;MoO,%2H;0 241.95 0.4839

Laisser agiter la solution pendant environ 15 mn. Ajuster le pH (~ 7).

9 ESTIMATION DE LA VOLATILISATION DU HCN

Le probléme de volatilisation de I'acide cyanhydrique (HCN) lors de la
manipulation rend cette expérience trés difficile 3 maitriser si des précautions ne
sont pas prises dés le départ. Donc il faut travailler en gardant a I’esprit qu’a tout
moment de la manipulation il peut y avoir des quantités de HCN qui se volatilise
dans I’air.

La perte des cyanures sous forme de HCN pourrait surestimer les quantités
administrées dans les milieux nutritifs, ceci va fausser les interprétations des étapes
de sélection sur gélose. Pour ce faire, il est primordial de maintenir un pH assez
alcalin du milieu nutritif pour éviter la formation et la volatilisation du HCN (voir
figure 1). Sauf dans notre cas il est plus intéressant de travailler a pH proche de la
neutralité car 1’objectif de cette manipulation est le dénombrement de microflores
tolérantes aux cyanures dans les mémes conditions du terrain.

D’aprés Dumestre (1995), La croissance des micro-organismes est inhibée a pH
supérieur 3 10.6. Ceci confirme qu’il faut travailler 2 pH inférieur & 10.6, mais pH =
10 demeure trop loin de notre objectif. Pour travailler 2 un pH encore plus bas que
10 il va falloir estimer les pertes du HCN dues 2 la volatilisation dans les conditions
de [a manipulation (température, volume de la solution, volume d’air en équilibre
avec la solution et le pH). Les pertes seront ensuite compensées en €levant la
concentration des cyanures au départ.
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——% HCN
—a—%CN

Figure 1 : Equilibre entre les formes cyanurées moléculaires (HCN)
et ioniques (CN") en solution en fonction du pH (Smith et Mudder 1991).

9.1 Calcul de la volatilisation

Ce calcul est basé sur la loi de conservation de la masse qui se traduit dans notre cas

comme suit :

Qenio= [HCN]gVg + [HCN + CNL Vi

Q cNo : Quantité en mole de cyanures ajoutée au départ.

[HCN]; : Concentration en mol/l du HCN dans le gaz

[HCN + CN);. : Concentration en mol/l du HCN et CN™ dans
le liquide

V; : Volume du gaz en équilibre avec la solution

Vi : Volume du liquide (solution) en équilibre avec le gaz

(M

Cyanures
ajoutés

—

HCNg (air)
pH, T

HCN+~-CN"
(Liquide)
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D’autre part en solutionon a :
HCN - CN +H'
CN~ CN~
pH = pKa + logl—]- = = oPHi-Pka ()

[HON] = THCN],
pH = pH de la solution
K. =9,2 (Perry’s handbook, 1997).

Loi de Henry a I’équilibre :
Prcwg=Ku [HCN]L €)

Pucng @  pression partielle de HCN dans le gaz

[HCN]L : concentration en mol/l de HCN dans le liquide

Ky : constante de Henry pour le HCN (Landolt-Bomstein. 1976) qui vaut :
Ke=73310% amlmol 220°C
Ka=10.33107 atm.ymol 225°C
Ku=14.51 102 am./mol 2 30°C

La loi des gaz parfaits :

Pucng : pression partielle de HCN dans le gaz (atm)
V : volume du gaz (L)

T : température en kelvin du gaz (K)

R : constante des gaz parfait = 0.082 L atm/mol K

n : nombre de moles de HCN dans le gaz

Afin d’estimer le [HCN]; on procéde comme suit.
De(2)ona

[CN"} = [HCN], (107-7%) @)
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Puis de (3) et (4) on peut écrire

K, [HCN
[HCN], =—Lm,——]!-

En substituant ces deux derniéres équations dans (1) on trouve

(%)

K —
Oennt = [HCN]L [?;’ V‘ + (l + IOPH PKa) VL]

De cette derniére équation il reste juste a déterminer [HCN]..

Q cn o s Vg Vi, pH sont des données fixées dés le départ. R, pK, et Ky sont des
constantes. T est la température du gaz au moment de la manipulation. Donc toutes
les variables sont connues.

Une fois [HCN]L calculé, on trouve [HCN]; a I’aide de 1'équation (5) en mol/l. On
peut ensuite exprimer ce dernier en pourcentage par rapport i la quantité ajoutée au
départ (Q e w)-

NB : La quantité de HCN, trouvée représente la quantité lorsque I’équilibre est
atteint.

9.2 Calcul pratique

Dans notre cas on veut calculer le pourcentage du HCN qui se volatilise dans I’air,
pour ce faire on a créé un chiffrier dans lequel on fait varier le pH et le volume du
gaz , ce chiffrier a été réalisé pour trois températures d’équilibre différentes, 30 °C,
25 °C, 20 °C (voir tableau des calculs).

9.3 Choix du pH

Le pH qu’on doit choisir doit nous permettre d’avoir le moins de volatilisation
possible tout en restant le plus proche de la neutralité. Le pH = 9.2 semble offrir
cette possibilité. Le pourcentage de volatilisation correspondant est de 55.5 % AT =
20 °C pour un volume de L5 | de solution d’agar, donc en utilisant une
concentration de 23 mg/l de cyanures qui correspond a 57.5 mg/l de KCN, il devrait
rester seulement 10.23 mg/l de cyanures en solution ceci bien entendu est vrai
lorsque 1’équilibre est atteint. Donc, 57.5 mg/l de KCN correspond a 10.23 mg/l de
cyanures libres en tenant compte de la volatilisation.

Maintenant il reste le probléme de I’équilibre, nous on prévoit perdre au plus 55.5
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% de la quantité initiale de cyanure, mais ce n’est pas le cas tant que |’équilibre
n’est pas atteint ce qui veut dire qu’on aura une concentration en cyanures libres
comprise entre 10 et 23 mg/l en solution si on considére 55.5 % et 0 % de
volatilisation respectivement. la plage de concentration 10 - 23 mg/l ne dérange en
rien car I’objectif de la manipulation est de voir si les micro-organismes sont
tolérants aux cyanures & des concentrations raisonnables et non pas de savoir
exactement quelle concentration sont-ils capable de tolérer. On s’attend a perdre
plus de cyanures au moment du coulage de la solution d’agar, une fois cette derniére
solidifiée on présume que les pertes seront minimes. Le HCN peut continuer a se
volatiliser lors de I'incubation (Figueira et al. 1996).

Remarque : Dumestre dans ses expériences de dénombrement de la microflore

tolérante aux cyanures il a utilisé des concentrations de 20 et 125 mg/l (Dumestre,
1995).
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11 RECOMMANDATION(S)

- Pour étre plus siir de la présence des cyanures dans les lors de I’incubation, il est
important de faire analyser quelques boites de Pétri pour les cyanures totaux.
Faire analyser quelques échantillons avant la mise en incubation, une semaine et
ensuite deux semaines aprés I'incubation (les analyses se font par Maxxam pour
une matrice solide).

- 11 est préférable de fermer les boites & Pétri avec du parafilm. Ce dernier
permettra de minimiser les pertes de cyanures lors de I'incubation et permettra
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aux micro-organismes de respirer.

Le temps de réalisation de 1’expérience pour un seul milieu est de 5 jours et ceci
pour quatre échantillons en duplicatas.
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Tampératume & féquilibre =25 °C
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ANNEXE IV P33-D- Tests de biodégradation en microcosmes des cyanures

contenus dans un résidu minier
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1 OBJECTIF

Cette expérience comprend deux objectifs, le premier est de savoir si la microflore
contenue dans le résidu minier a la capacité de dégrader les cyanures libres avec des
essais de minéralisation, et le deuxiéme est de vérifier la biodégradation naturelle des
cyanures présents initialement dans le résidu en suivant les produits de dégradation dans
le temps.
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2 PRINCIPE

Les essais de biodégradation regroupent trois expériences. La premitre (série A)
représente des tests de minéralisation en microcosme. Du KCN radiomarqué est utilisé
pour détecter la présence du '4CO; il y a minéralisation des cyanures. Le test de
minéralisation suit exactement le PSO Al0Q. La deuxieéme expérience (série B) est un
essai de biodégradation naturelle ol les cyanures contenus dans le résidu ainsi que les
produits de biodégradation comme le formate et le formamide sont suivis dans le temps.
Enfin la troisiéme expérience (série C) consiste a suivre le NH; gazeux un autre produit
de biodégradation des cyanures.

Tous les tests seront réalisés en triplicatas pour €tre sir de la reproductibilité des
résultats.

3 MATERIEL ET REACTIFS

- Le matériel utilisé est le méme que celui décrit dans le PSO A 10 sur les tests de
minéralisation ;

- Eau nanopure ;

- K“CN,KCN;

- Solution NaOH 1 N (peser 40 g de pastilles de NaOH puis diluer avec 1000 ml
d’eau désionisée).

- Acide borique coloré (voir PE P33-E) ;

- KOH(IN);

- Azoture de sodium (NaN3) ;

- Chlorures de mercure (HgCly).

4 METHODOLOGIE
4.1 Essai préliminaire

Afin de savoir si la microflore indigéne du résidu a la capacité de dégrader les cyanures,
un essai préliminaire semble nécessaire pour la série A. Quatre essais sont prévus pour
cet effet (voir I'encadré ci-dessous). Le premier essai est dans le but de détecter la
présence de “CO; en cas de minéralisation du contaminant radiomarqué. Le deuxi¢me
essai est de savoir si on obtient une minéralisation en ajoutant une concentration connue
de KCN au résidu. Le troisi¢me et le quatridme essai sont réalisés dans le cas ou les
deux premiers ne fonctionneraient pas par manque de minéraux et/ou de source d’azote.
Dans I’essai III le MSM (solution minérale minimale) est ajouté au résidu. Dans |’essai
IV est ajouté le MSMm (solution minérale de laquelle a été retirée la source d’azote).
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L’essai préliminaire sera réalisé sur trois échantillons en triplicata (Dy3 (0.2), Dy9 (0.2),
Yv6 (0.2)). La méthodologie a suivre est la méme que celle décrite pour la série A dans
le paragraphe 4.2.

Dans le cas ol I'on obtiendrait une minéralisation, cet essai préliminaire servira aussi a
déterminer la vitesse A laquelle le "“CN est minéralisé qui sera utile pour définir
Iintervalle d’échantillonnage dans les futurs tests.

EssaiI: résidu minier + K'*CN (100 000dpm) — témoin abiotique
Essai Il : résidu minier + K'*CN + KCN (1ml d’une solution de 100 mg/l CN’
donne une contamination de 5ppm dans le résidu) ———  témoin abiotique
Essai HI ; résidu minier + K'*CN + MSM (0.5ml) ——  témoin abiotique
Essai VII ; résidu minier + K'*CN + MSM,* (0.5ml)——®  témoin abiotique

*MSM,, (MSM modifié): MSM sans source d’azote.

4.2 Montage de P’expérience

Dans la partie de littérature on a vu que les produits de biodégradation du cyanure en
conditions aérobie sont le formate, le formamide, le NH; et le CO». Dans notre cas nous
sommes tenus a doser ces quatre produits. Trois séries seront réalisées : séries A, B et C.

La série “A” comprend un microcosme (bouteille de 125ml) en triplicata pius un témoin
abiotique. Une trappe & CO; qui contient du KOH est ajoutée au microcosme. Dans cette
série on suit uniquement la formation du '*CO, dans le temps (voir tableau 1). Trois
essms sont envisagés dans cette série : résidu minier + K"CN (chaud), résidu minier +
K"CN + une contamination de 5 ppm et résidu minier + K'*CN + une contamination de
10 ppm (voir I’encadré ci-dessous), pour le calcul de la concentration voir le paragraphe
7.2. Les autres produits ne seront pas analysés  cette étape a cause de la présence d'un
composé radioactif. Les microcosmes sont incubés a la noirceur a 25 °C.

La série “B” par contre est destinée i suivre les métabolites de biodégradation
(formamide, acide formique, NH4 CNy). Les conditions de travail seront les mémes
que la série “A”, sauf que le K'*CN et les cyanures libres ne seront pas ajouté. La série
“B” sera réalisée en triplicata plus un témoin abiotique sur les échantillons Yv6 (0.2m)
et Dy3 (0.2) dans des macrocosmes (réacteurs de 1.5 litres). A cette étape aucune
quantité de cyanure n’est ajoutée au résidu, on suit uniquement les cyanures présents
initialement dans la matrice.

La série “C” est réalisée sur tous les échantillons, et uniquement le NHj; est suivi. Cette
série sera réalisée dans des microcosmes (bouteilles de 125ml), le NH; est quantifié
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selon le PE P33-E. Les microcosmes sont incubés a la noirceur a 25 °C.

Remarque : Le poison utilisé dans les témoins abiotiques des séries B et C est le HgCl»
au lieu du NaNj car ce dernier peut favoriser la production de I’ammoniaque.

¢ La série “A” dont I’analyse est réalisée au laboratoire on propose les essais suivants :

Essai I: résidu minier + K'*CN (Oppm) —  témoin abiotique
Essai Il : résidu minier + K'*CN + KCN (5 ppm) —®  témoin abiotique
Essai Il : résidu minier + K'*CN + KCN (10 ppm) —p  témoin abiotique

Remarque : Les mémes étapes décrites dans le PSO A 10 seront entreprises lors de cette
manipulation pour les différents types d’essais proposés.

9 La série “B” est un test de biodégradation naturelle sans ajout de cyanure. Elle est
réalisée sur 2 échantillons a une seule profondeur (Yv6 (0.2m), Dy3 (0.2)). Les CNr, le
formate, le formamide et le NH;" sont suivis dans le temps et sont analysés par un
laboratoire externe (Maxxam et CEAEQ).

(P La série “C” est réalisée pour suivre uniquement le NH;, cette série va étre réalisée
sur tous les échantillons aux deux profondeurs.

Remarque : Le pK, du couple acide/base (NH;'/NH;) est égal 2 9.2, a pH neutre le
NH," est majoritaire (c’est la forme protonnée).

4.3 Concentration de cyanure dans le microcosme radioactif

Le choix de la concentration des cyanures ajoutée au résidu est basé sur la littérature et
sur les précédentes expériences de dénombrement sur boite de Petri.

4.3.1 Concentration dans le milieu liquide

La concentration de cyanure utilisée dans les multiples essais de biodégradation varie
selon les publications et les objectifs de I'étude effectuée. Une concentration supérieure
4 1 mM de CN est inhibitrice 2 la croissance de P. fluorescens biotype Il non acclimaté
aux cyanures (Harris et Knowles, 1983). D’autres chercheurs ont travaillé avec des
concentrations plus élevées allant jusqu’a 200 mg/l (Babu et al. 1992), le cyanure a été
utilisé par la bactérie isolée comme source de carbone et d’azote. La bactérie
immobilisée dans P’alginate était capable d'utiliser des concentrations élevées de
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cyanures car cette matrice la protégeait contre leur toxicité. Cependant, Harris &
Knowles (1983) ont choisi de travailler avec une concentration de | mM en considérant
le cyanure comme seule source d’azote. Ils ont remarqué que c’était plus facile d’isoler
des bactéries qui utilise le cyanure comme source d’azote plutét que substrat de
croissance. La croissance bactérienne nécessite une teneur en carbone qui correspond
une concentration supérieure a la limite d’inhibition. L'utilisation de cyanure comme
source d’azote permet cependant I’assimilation d’une concentration inférieure a la limite
d’inhibition, puisque le besoin nutritif en azote est largement inférieur a celui du carbone
(La teneur moyenne en azote pour les besoins nutritifs des micro-organismes est estimée
10.15 g/, alors que celle de carbone I’est 2 0.65 g/1 (Dumestre 1995)).

4.3.2 Concentration dans un milieu solide

Peu d’articles ont parlé de la concentration de cyanure inhibitrice dans un solide.
Thompson et Gerteis (1990) ont fait plusieurs essais de détection de présence de
bactéries sur des résidus a différentes concentrations de cyanures totaux. Les micro-
organismes n’ont commencé a pousser que lorsque la concentration est devenue
inférieure a 30 mg/kg.

4.3.3 Choix de la concentration

La concentration initiale dans les essais de tolérance des micro-organismes était de 23
mg/l. Cette concentration a été vérifiée en fonction du temps d’incubation des boites de
Petri, 4 t = O la concentration dosée était de 10 mg/kg d’agar solide. Ces essais ont
prouvé que la microflore est résistante a cette concentration.

En tenant compte de ces considérations, une concentration de 5§ mg/kg de cyanure
semble cormrespondre aux objectifs de cette expérience car il faut tenir compte des
cyanures déja présents dans le résidu, en présence de I'eau ils risquent d’étre lixiviés
(voir résultats des CNwap de V'essai de lixiviation pour les échantillons Dy3(0.2, 1)).
Aussi, il faut se rappeler que le but de cette expérience est 1'étude de I’atténuation
naturelle qui n’est envisageable que lorsque les concentrations sont faibles.

D'un autre c6té, 5 mg/kg est inférieur a la concentration inhibitrice de 30 mg/kg
observée par Thompson et Gerteis (1990).

Une autre concentration de 10 ppm va étre étudiée pour voir ’effet de cette derniére sur
la microflore.
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4.4 Schéma opératoire

0Série “A” : Dosage du “co, (triplicata + suivi dans le temps de tous les échantillons)

KCN+K"“CN NaN;
Ty (0.2%)

Trapped CO» S

Résidu

minier 20g

Témoin abiotique

Réaliser avec 3 concentrations différentes en CN- : Oppm, Sppm, 10 ppm

oSérie “B”: Essai de biodégradation naturelle sans ajout de cyanure. Dosage du
HCOOH, HCONH,, NH," et CNy (essai en triplicata sur les échantillons Yv6 (0.2m et
Dy3 (0.2)).

ab & &
Résidu minier > ﬁ
400g

0.2% de

HgCl. _\

Témoin
abiotique
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oSérie “C” : Dosage du NH; (essai en triplicata sur tous les échantillons).

0.2% de
KCN Hgth,
Trappe A NH;
Résidu )

minier 20 g

Les paramétres A analyser dans ces différentes séries sont résumés dans le tableau ci-
dessous :

Tableau 1 Suivi des parametres pour les différentes séries de I’expérience

Parameétres Série A SérieB Série C
CNy

HCOOH X

HCONH, X

NH,' X

“co, X

NH, X

4.5 Procédure d’échantillonnage dans la série “B”

Homogénéiser les échantillons Yv6 (0.2m) et Dy3 (0.2) dans des sacs ziploc, ensuite
peser 400 g de chacun de ces échantilions dans les contenants de 1.5 litres (quatre
contenants). Ajouter 0.2 % de chlorures de mercure dans le réacteur qui va servir de
témoin abiotique.

Avant de fermer les réacteurs effectuer la caractérisation initiale des paramétres décrits
dans le point 5.5.1. A I'aide d’une cuillére transférer de chaque contenant environ 10 g
du résidu dans des pots pour 1’analyse du formate et formamide. Dans un autre pot
transférer environ 20 g du résidu pour analyse de cyanure totaux et de I’ammoniaque.

. Expédier les échantillons aux laboratoires CEAEQ et Maxxam respectivement pour les
analyses.
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Echantillonner dans le temps les mémes paramétres en suivant le tableau 2.

Tableau 2 Paramétres a analyser au début et au cours de 1’expérience des 3 séries.

Paramétres | Caractérisation | Dosage des paramétres au cours de I'expérience
initiale
T=0j T=4j T=12j T =61j T=96)
CNy X X X X X
HCOOH X X X X X
HCONH; X X X X X
NH, ? ? ? ?
“Co, X X X X X
NH;* X X X X X

? Echantillonnage si la couleur lavande vire au vert, sinon ce n’est pas possible de titrer.
j:jour

5 METHODES ANALYTIQUES

Le '*CO; sera suivi réguliérement et analysé par le compteur a scintillation. Le formate
et le formamide sont dosés par HPLC munie d’un détecteur UV par le laboratoire
d’expertise en analyse environnementale du Québec (CEAEQ). L’ammoniaque dissout
NH," sera dosé par une méthode colorimétrique chez Maxxam. L’ammoniaque gazeux
NH; est dissous dans I’acide borique (H;BO3) puis titré avec du H,SO, (voir PE P33-E)
et enfin les cyanures totaux seront analysés chez Maxxam.

6 CALCULS
6.1 Calcul pour la série “A”

6.1.1 Caicul du volume de la solution radioactive

Cette partie concerne les microcosmes radioactifs pour un nombre de 56.

Volume de la solution radioactive ajouté au microcosme = 10 pl (100 000 dpm / 10 pl,
pour 56 éch et 15 fois pour vérifier la solution (56 + 15) x 100 000 dpm = 7 100 000
dpm)

Solution mére radioactive (C;) = 1 000 000 dpm / ul (inscrit dans I’inventaire)
Solution fille radioactive (C;) = 100 000 dpm / 10 pl = 10 000 dpm/pl
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Volume total requis (V2)= 56 microcosmes avec injection de 10 pl = 560 ul plus 15
vérifications = 710l

Volume de la solution mére (V,) :
C|V| = Csz
Vi =C,V/Cy = (10000 x 710)/1000 000 = 7.1 pl
Volume de solvant (eau basifiée) a ajouter : 710 ul - 7.1 pl =702.9 u!

6.1.2 La concentration de KCN ajoutée dans le microcosme

1) Concentration S ppm

La concentration de CN ajoutée a I’échantillon dans ’essai [T est S mg/kg de résidu (5
ppm).

Le volume de la solution de cyanure a ajouter dans le microcosme est fixer a Iml. I
reste 3 savoir quelle est la concentration de la solution de KCN a préparer.

5mg (CN) — 1000 g de résidu
0.1mg (CN) ——— 20gderésidu

0.lmg ——p Iml
100 mg <4— 1000 ml

La concentration finale de CN dans la solution est 100 mg/l.

o Peser 25 mg de KCN dans une bouteille de 125 ml, puis y ajouter 100 mi d’eau
désionisée mesurée i I’aide d’un cylindre de 100 cc.

o Fermer tout de suite aprés la bouteille hermétiquement avec un bouchen en
téflon en se servant du «crimper».

3) Concentration 10 ggm'

La concentration de CN ajoutée a I’échantillon dans I'essai III est 10mg/kg de résidu
(10 ppm).

Le volume de la solution de cyanure 2 ajouter dans le microcosme est fixer a 1ml. 1l
reste a savoir quelle est la concentration de la solution de KCN 2 préparer.

10mg (CN) ——3p 1000 g de résidu
02mg (CN) g——— 20gderésidu
02mg ———yp 1ml
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200mg <«— 1000 ml

La concentration finale de CN” dans la solution est 200 mg/l.

Peser 50 mg de KCN dans une bouteille de 125 ml, puis y ajouter 100 ml d'eau
désionisée mesurée i I’aide d’un cylindre de 100 cc.

Fermer tout de suite aprés la bouteille hermétiquement avec un bouchon en
téflon en se servant du «crimper».

6.1.3 Mélange du chaud et du froid

N.B. Avant chaque utilisation et entre chaque échantillon laver les seringues en
verre trois fois au méthanol et trois fois a I’eau distillée.

Pour préparer par exemple 15 ml d’une solution de mélange de chaud et de froid
incluant les contrdles (pour une série de 12 microcosmes), prendre une fiole de
40 ml munie d'un bouchon en téflon (contenant pour les volatils) et la fermer
hermétiquement. Préparer une seringue de radioactivité de | ml en verre ;

A I'aide d’une seringue en plastique jetable de 5 ml et d’une aiguille Luerlok,
transférer 15 ml de solution de cyanure (préparée dans la partie 6.2) de la
bouteille 2 la fiole (afin d’équilibrer les pressions retirer toujours 5 ml d’air de la
fiole avant de mettre la solution et vis versa en ce qui concerne la bouteille) ;

Aprés avoir transférer les 15 ml de la bouteille a la fiole ajouter 150ul de
solution radioactive préparée a I'étape 6.1 a I’aide d’une seringue de radioactivité
de 100 pl, et ensuite bien agiter.

Vérifier le nombre de dpm du mélange chaud et froid a 1’aide du compteur a
scintillation en injectant 1 ml du mélange dans 10 ml de cocktail a scintillation.
Ce nombre devrait étre proche de 100 000 dpm.

A laide d’une seringue de radioactivité de 1 mi distribuer dans chaque
microcosme | ml du mélange de chaud et du froid ensuite fermer rapidement
avec les valves mininerts.

7 REFERENCES

Babu, G.R.V., Wolfram, J.H., Chapatwala, K.D. (1992). Conversion of sodium
cyanide to carbon dioxide and ammonia by immobilized cells of Pseudomonas
putida. Journal of Industrial Microbiology, 9, 235-238.

Dumestre A.(1995). Biodégradation des cyanures contenus dans des résidus de la
fabrication de I’aluminium. Ph.D. thesis. Université Henry Poincaré (Nancy D),



178

Vandoeuvre-les-Nancy, France.

Harris, R., Knowles, C.J. (1983). Isolation and Growth of Psettdomonas Species

that Utilizes Cyanide as a Source of Nitrogen. Journal of General Microbiology,
129, 1005-1011.

PSO A 10. (1997) Test de minéralisation en microcosmes. Sandra Estrela et Katia
Santini.

Thompson, L.C.& Gerteis, R.L. (1990). New Technologies for Mining Waste
Managmant-Biotreatment processes for cyanide, Nitrates and Heavy Metals.
Proceedings, Western Regional Symposium on Mining and Mineral Processing
Waste, Ed.F.M. Doyle, May 30-June 1, Berkeley, CA, AIME/SME Publication,
Littleton, Co.

8 RESULTATS
8.1 Résultats de I’essai préliminaire

Les résuitats des tests de minéralisation réalisés sur les trois échantillons (Yvé (0.2),
Dy9 (0.2) et Dy3 (0.2)) sont trés concluants. On a observé un potentiel de minéralisation
des cyanures dans les 4 essais (voir figure dans I’annexe). L'échantillonnage dans les
essais [ et IT a été poursuivi jusqu’a 30 jour pour les échantillons Yv6 (0.2), Dy9 (0.2) et
jusqu’a 70 jour pour I'échantillon Dy3 (0.2). Cependant, lorsqu’on a vu que les 2
premiers essais fonctionnaient I'échantillonnage a été arrété au jour 15 dans les essais I
et IV (ol le MSM a été ajouté), car le but de I'expérience est I’étude de I’atténuation
naturelle (sans améliorations des conditions environnementales).

Les échantillons Yv6 (0.2), Dy9 (0.2) dans les essais I, Il et IV ont atteint un %
maximum (%MAX) de 100% au bout de L5 jours seulement. Cependant, la vitesse de
dégradation semble plus importante lorsque le résidu a éié additionné de MSM et de
MSMm. Par exemple, I'échantillon Dy9 (0.2) au jour 1.8 a atteint un % de
minéralisation de 71 et 68 % dans les essais IV et III respectivement comparativement a
49% dans ’essai I. Le taux de minéralisation des cyanures dans les échantillons Yv6
(0.2), Dy9 (0.2) lorsque le résidu a été contaminé a 5 ppm (essai I) est inférieur a celui
de O ppm. Ce résultat montre que la microflore a été sensible aux cyanures libres ajoutés
au résidu.

L’échantilion Dy3 (0.2) offre le plus faible taux de minéralisation. La cinétique de
dégradation est plus lente comparée aux échantillons Yv6 (0.2), Dy9 (0.2). Le %MAX
atteint au jour 70 est de 68.6 % dans chacun des essais I et II. Cependant, aucune
différence dans le taux et la vitesse de minéralisation n’a été observée lorsque le résidu a
€té contaminé 2 0 et S ppm.
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8.2 Conclusion

Effectivement les échantillons testés ont une capacité de minéralisation des cyanures
naturelle sans ajout de nutriments ou de minéraux. Pour ce faire, uniquement I'essai I et
1T vont étre repris dans I'expérience de biodégradation avec, cette fois-ci, beaucoup de
points d’échantillonnage. Tous les échantillons (06) seront utilisés dans les futurs tests
de minéralisation. Une autre concentration de 10 ppm sera aussi utilisée pour voir son
effet sur la minéralisation.
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10 ANNEXE ESSAI PRELIMINAIRE janv-00
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ESSAI PRELIMINAIRE ESSAIMN janv-00
Résidu minier+ K'*CN+MSM
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ANNEXE V P33-E- Dosage du NH3 gazeux absorbé dans I’acide borique
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Titre : Dosage du NH3 gazeux absorbé dans I’acide borique.

Motsclés:  NH3 gazeux, ammoniaque, acide borique (H3BO3), titrage, point

d’équilibre.

1 OBJECTIF

L’objectif de cette expérience est de détecter la présence de NH; gazeux (produit de

biodégradation de cyanure) dans I’acide borique. Cette expérience fait partie du test de
biodégradation des cyanures en microcosmes (PE P33-D).
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2 PRINCIPE

Le NH; gazeux dégagé par les micro-organismes, lors de la biodégradation des
cyanures, est absorbé dans la solution d’acide borique (H;BO;) dans laquelle est
rajouté un mélange d’indicateur coloré (méthyle rouge + bleu de méthyléne). Dans
la trappe le NH; se transforme en NH," et I’acide borique en borate (H;BO") ia
couleur du milieu devient alors vert clair (milieu basique) (1). L’acide borique est
trop faible pour étre titré, mais le borate, qui est présent dans un ratio 1:1 avec
I’ammonium, est considéré selon la théorie de Brgnsted comme une base forte qui
peut étre titrée avec un acide. L’acide borique est tellement faible qu’il ne peut pas
interférer et sa concentration n'est pas calculée dans les bilans molaires (analytical
chemistry). L'acide proposé par Standard Methods est I'acide sulfurique (H,SOs)
0.02 N. A I'équilibre une teinte lavande commence 3 apparaitre et domine lorsque le
milieu est complétement acide (2).

NH; + H;BO; — NH;* + H,BOy (1)  (couleur vert clair)
2NH,* + 2H;BO5 + H,80; — (NH,);S0s +2H;BO; (2)  (couleur lavande)

3 MATERIEL

Burette 25 ml graduée 2 0.1 ml ;
Erlenmeyers (50 ml) ;

Foura 105+5°C;

Dessiccateur ;

Agitateur et barreau magnétique ;

Ballons volumétriques 1000 ml ;

Cuilléres, spatules, etc. ;

Balance, précision de 0.0001 g ;

Bouteilles d’entreposage (250 mi, 1000 ml) ;

Erlenmeyers 250 ml.;
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e Pipette 25.00ml
e Pipette 3.00ml;
¢ Pipette 15.00ml;

e Bécher 50ml;

4 REACTIFS

- Acide borique (H;BO;) M =61.811 g/mol ;
- Méthyle rouge ;

- Bleu de méthyléne ;

- Alcool isopropylique (95 %) ;

- Na,COs;

- Acide sulfurique (H,SO,) concentré

5 METHODOLOGIE
5.1 Généralités
5.1.1 Manipulation de la burette pour un titrage

o Choix de la burette : Choisir la burette pour que le volume du titrant utilisé
représente la presque totalité de son volume maximal. La précision de la lecture
d’une burette de 25ml est +/- 0.03ml (lorsque le volume du titrant est a Oml). A la
lecture du volume du titrant (lorsque celui ci est supérieur 3 Oml) une autre erreur
s’additionne, I’incertitude est donc +/-0.06ml. L'’incertitude relative est inversement
proportionnelle au volume total utilisé.

o S’assurer de la propreté : Rincer la burette avec de I’eau déionisée et la laisser se
vider. Une burette propre va retenir une mince et uniforme couche de liquide
lorsqu’elle se vide, une burette sale présentera des gouttelettes sur la paroi.

o Nettoyage de la burette : Laver avec une solution de détergent *’sparkleen’’. Ne pas
utiliser de brosse pour nettoyer !’intérieur de la burette car ceci risque de produire
des éraflures qui altére le volume contenu par celle-ci. Pour une souillure vraiment
tenace chauffer la solution de détergent. Rincer la burette avec 1’eau du robinet pour
enlever le savon. Ensuite rincer plusieurs fois avec de I’eau déionisée.

o Remplissage de la burette : La burette doit étre rincée trois fois avec la solution qui
sera utilisée, une portion de ringage représente un minimum de 20 pour-cent du
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volume de la burette. La burette est remplie, avec le robinet en position « ouvert »,
jusqu’au dessus du trait de Oml. Lorsqu’il n’y a plus de bulles d’air dans la pointe de
la burette fermer le robinet (la présence de bulles d’air dans la pointe de la burette
engendre des erreurs de lecture lorsqu’elles se retirent). Si des bulles d'air persistent
dans la pointe de la burette ou prés du robinet, les enlever en ouvrant et fermant
rapidement le robinet et en tapotant des doigts prés de la bulle (robinet en position
«ouvert »). Remarque : la présence de bulles d’air sur les parois interne de la
burette nous indique quelle est sale, procéder au nettoyage.

Vérification de fuite: Installer la burette sur un support a burette i position
« fermé », la remplir jusqu’au volume de 0 ml. Attendre quelques minutes pour vous
assurer qu’il n'y a pas de fuite.

Lecture du volume : Toujours lire le ménisque au méme niveau que les yeux. Ii
s’agit de placer la burette et le meénisque de telle maniére qu'ils soient
perpendiculaires au regard des yeux, ceci minimise ’erreur de parallaxe. Le volume
initial est lu aprés avoir abaissé le ménisque lentement au trait 0.00ml, attendre
quelques secondes pour que le film de liquide des parois internes de la burette est
rejoint le ménisque, vérifier la lecture. Lire le volume a la précision la plus
rapprochée du ménisque, 0.01ml pour une burette de 25ml .

Le titrage : Le titrage s’effectue avec I’échantillon contenu dans un erlenmeyer.
L’erlenmeyer est déposé sur une surface blanche et la pointe de [a burette introduite
dans l'ouverture de I'erlenmeyer. Le flacon est agiter a4 ’aide d’un barreau
magnétique. Au fur et a mesure que le titrage progresse le changement de couleur de
Iindicateur du a I’excés local devient de plus en plus important. Lorsque le point
d’équivalence approche ce phénoméne s’accentue, le retour i la couleur initiale
devient de plus en plus long. A ce moment arréter le titrage et rincer les parois de
'erlenmeyer avec un flacon laveur contenant de I'eau déionisée pour rajouter a
I'échantillon les gouttes qui ont éclaboussé sur les parois. Une goutte provenant de
la burette a un volume d’environ 0.05ml et le volume est lu au 0.02ml. 1 est donc
nécessaire de subdiviser les gouttes prés du point d’équivalence. Pour subdiviser une
goutte, ouvrir le robinet jusqu'a ce qu’une fraction de goutte apparaisse sur la pointe
de la burette ensuite le fermer. La fraction de goutte est mouchée sur les parois
interne de ’erlenmeyer, cette fraction de goutte est entrainée dans 1’échantillon par
ringage des parois avec un flacon laveur contentant de I’eau déionisée. Procéder a
I’ajout de titrant jusqu'a I'obtention d’un changement de couleur permanent (au
moins 30 secondes). Apreés le ou les titrages, le titrant non utilisé dans la burette est
jeter, ne jamais remettre dans la bouteille d’origine.

Entreposage de la burette : Aprés I'utilisation bien nettoyer de la burette. Trois

ringages A I'eau déionisée est normalement suffisant. Quand la burette n’est pas
utilisée la remplir d’eau déionisée et la surmonter d’un bouchon. La burette
entreposée de cette fagon reste propre pour plusieurs semaines.
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5.1.2 Préparation de la solution d’indicateur coloré (Préparer une solution fraiche

chaque mois)

¢ Dans un ballon volumétrique (propre et sec) de 100 ml dissoudre 200 mg de
méthyle rouge dans |’alcool isopropylique puis compléter 3 100 ml.

¢ Dans un autre ballon de 50 ml (propre et sec) dissoudre 100 mg de bleu de
méthyléne dans I’alcool isopropylique puis compléter & 50 ml.

o Mélanger les deux solutions et conserver dans une bouteille de 200 ml (propre et
séche).

o Identifier et dater la bouteille.

5.1.3 Préparation de la solution d’acide borique colorée (Préparer une solution

fraiche chaque mois)

¢ Rincer un ballon jaugé de 1 litre trois fois avec de I’eau déionisée.

¢ Dans le ballon de 1000 ml dissoudre 20 g d’acide borique (H;BOs) dans 300 mi
d’eau désionisée, ajouter 10 mil de la solution d’indicateur coloré, puis compléter a

1000 ml avec de I’eau désionisée.

o Conserver dans une bouteille (propre et séche), identifier et dater.

S.1.4 Préparation de la solution d’acide sulfurique (0.02 N)

*Attention ! : Pour préparer les solutions d’acide de 1 litre additionner un minimum de
800ml d’eau au ballon avant I’ajout de la portion d’acide.

A. Préparer une solution d’acide sulfurique de normalité approximative de IN
¢ Rincer un ballon jaugé de 1 litre trois fois avec de I’eau déionisée.
¢ Introduire environ 800ml d’eau déionisée dans le ballon de 1litre.

¢ Sous la hotte chimique, transvider environ 30 ml d’acide sulfurique concentré dans
un bécher propre et sec.
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Prélever avec une pipette de verre volumétrique graduée (25 et 3ml), 28 ml d’acide
sulfurique concentré (36N), additionner au ballon jaugé de llitre contenant 800ml
d’eau déionisée.

Compléter & 1000ml.

Boucher et agiter par inversion treize fois.

Conserver dans une bouteille (propre et séche), identifier et dater.

B. Préparation de la solution d’acide sulfurique de normalité approximative 0.02 N
Rincer un ballon jaugé de 1 litre trois fois avec de I'eau déionisée.
Introduire environ 800ml d’eau déionisée dans le ballon de 1litre.

Sous la hotte chimique, transvider environ 30 ml d’acide sulfurique LN, préparer i
I’étape A, dans un bécher propre et sec.

Prélever, avec une pipette volumétrique (20ml) 20ml d’acide sulfurique IN, puis
additionner au ballon jaugé de llitre contenant 800ml d’cau déionisée.

Compléter a 1000ml.
Boucher et agiter par inversion treize fois.

Conserver dans une bouteille (propre et séche), identifier et dater.

5.2 Standardisation de la solution d’acide sulfurique

A. Préparation d’une solution de Na,CO; 0.05N (PM 106.00) (cette solution n’est
valable que pour une semaine)

. Sécher 3 4 6 g de Na,CO; au four a4 150 °C durant 4 h et refroidir ensuite au

dessiccateur pendantlh.
Rincer un ballon jaugé de 500 ml trois fois a I'eau déionisée.

. Peser environ exactement 1.325 g (noter) Na;CO;, Anachemia 8290N Etalon Primaire, dans

un pése-matiére.

Transvider de fagon quantitative dans le ballon jangé de S00 ml, bien rincer le pése-matiére
avec un flacon laveur contenant de I’eau déionisée, s’assurer de tout transvider le Na,COs.
Compléter 2 500 ml avec de I’eau déionisée.

Calculer la normalité exacte de la solution i I'aide du poids de Na;CO; utilisé.
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Conserver dans une bouteille (propre et séche), identifier et dater.

B. Etalonnage de la solution d’acide sulfurique

. Transvider eaviron 20 ml de Na,CO; 0.05N (préparé a 1'étape A) dans un bécher

propre et sec ;
Dans un bécher de 250ml pipetter 15.00ml de Na,CO;0.05N ;

. Ajouter environ 60ml de solution d’acide borique colorée dans le bécher ( la couleur

devient verte);

Titrer avec 1’acide sulfurique 0.02 N jusqu’au virage lavande. Noter le volume utilisé
x.xxml;

Sur une plaque chauffante placer le bécher muni d'un verre de montre ;

La solution est portée a légére ébullition pour une période de 3 & 5 minutes (cette
étape sert A enlever le CO2, la couleur de la solution retourne au vert a ce moment
(Voire remarque®*)) ;

Refroidir a 1a température de la piece pendant environ 6 mn ;

Rincer le verre de montre, avec un flacon laveur, de fagon a récupérer I’eau dans le
bécher ;

Le titrage est poursuivi jusqu’au changement de couleur brusque du vert au lavande ;

10. Noter le volume x.xx ml ;

Calculs de la normalité

Normalité, N=A*B/53.00*C

A =g Na;COj; pesé dans le ballon de 500 mi

B =mli total de la solution de Na;CO; utilisé pour le titrage
C = ml d’acide utilisé

* Remarque
Le sodium de carbonate (Na,CO») est une base de Brgnsted et sert comme standard
pour la standardisation des acides forts. Il s’hydrolyse en deux €tapes :

CO¥ + H;0 > HCOy +OH
HCO; +H,0 = CO:+H,0+0OH

A cavse de la formation du CO; le point d’équilibre peut étre erroné. C’est pour cette
. raison qu’on fait buller la solution afin de faire volatiliser le CO, qui augmente I’acidité
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de la solution. Aprés I’enlévement du CO; la solution redevient basique (retour de la
couleur verte) en gardant seulement le HCO; (Christian 1986).

Pour cette raison on pense que le CO; interfere dans le dosage du NH;. C’est pourquoi
aprés le titrage de I’acide borique dans les essais de biodégradation, il va falloir faire
buller I'acide aprés le point de virage pour expuiser le CO; de la méme maniére que
décrit dans la partie B du point §.5.

5.3 Préparation des microcosmes

Peser 20.00 g de résidu minier dans des fioles de 125 ml pré-identifiées ;

Ajouter 0.5% de HgCl, (Wolf er al. 1989) dans les microcosmes qui servent de
témoin abiotique . N.B. : Pour étre s(ir d'avoir €liminer la microflore, 10 fois le
pourcentage en HgCl recommandé dans I'article de Wolf et al. (1989) sera utilisé
(soit 0.5% au lieu de 0.05%) ;

Dans chaque microcosme ajouter une trappe contenant 4 ml d’acide borique coloré
préparé a I'étape 5.3 ;

Fermer les microcosmes a I’aide de valves mininerts ;
Mettre les microcosmes dans un endroit sombre et 4 température ambiante ;

Surveiller le changement de couleur de I’acide borique, si celui-ci devient vert
procéder au dosage en suivant les prochaines étapes.

5.4 Procédure de préléevement

1.

Prélever 4 ml d’acide borique dans le microcosme et le transférer dans un
erlenmeyer de SO ml ;

Rincer la trappe deux fois avec 2 ml d'acide borique et les additionner au 4 mi
prélevé précédemment;

Insérer de nouveau 4 ml d’acide borique dans le méme tube qui les contenait ;
Remettre le microcosme 2 température ambiante.

5.5 Procédure de dosage

1.

2.

Prendre ’erlenmeyer qui contient les 4 ml d’acide borique coloré (s’il y a du NH;
absorbé la couleur devrait étre verte) ;

A I'aide d’une burette titrer I'acide borique coloré avec le H,SO, (0.02 N), noter le volume
d’acide sulfurique consommé a I’équilibre (la couleur vire a lavande pile).
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6 CALCULS
NH; + H;BO3; = NH;" + H,BOy (D
2NH,' + 2H;BO; + H,SO; =  (NH4),S04 +2H;BOs 2)

Soit C; et V; la concentration {(mol/l) et le volume (1) 4 I'équilibre de HoSO; et n{H,BO5"
) le nombre de mole (mol) a I'équilibre du borate (H:BOs). Lorsque I'équilibre est
atteint dans la réaction (2) :

n: nombre de mole
n (H,S0,) réagit avec 2n (H;BO;) ==> (nH,BO;") =2 n (H.50,) (3)

C:Vseq = n(H,50s)

On connait n (H>SO,), on retrouve le nombre de mole du borate i I'aide de I’équation

Q).

Comme | mole de borate réagit avec 1 mole de NH,;" donc n(H;BO3) = n(NH,") =
n(NH;) moles.

Pour convertir n(NH;) mol:
n(NH3) x 17g/mol x 1000 = mg NH;

Ou simplement faire :
N(H:80,) (eg/1) x Vs (1) = nombre d’équivalent gramme (NHj3) (eq.g)

NH; (eq.g) = n (NH;) mol car (N (NH3) =M (NH;))
n (NH;) x 17g/mol x 1000 = mg NH;
N: Normalité (équivalent gramme/l) (N= M x nombre équivalent gramme)

n : nombre de moles (mol)
Vs : Volume de H,SO, 2 I’équilibre.
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8 RECOMMANDATION(S)

1. Faire un essai préliminaire pour trapper le NH; dans I’acide borique coloré en
mettant 10 ml d’ammoniac (14.8 N) dans un microcosme qui contient une trappe
remplie de 4 ml d’acide borique. Laisser pour la nuit et ensuite doser I’acide avec la
méthode décrite dans ce PE (voir essais préliminaires au point 9).

2. La solution d’indicateur coloré ainsi que celle de I'acide borique doivent étre
renouvelées mensuellement.

3. Standardiser la solution d’acide sulfurique avant chaque utilisation.

9 ESSAIS PRELIMINAIRES ET RESULTATS

Les essais préliminaires pour cette expérience représentent une simulation des tests de
biodégradation en microcosmes. IIs consistent 3 mettre 10 ml de solution concentrée de
NH; (Hydroxyde d’ammonium, 14.8 N) et une trappe qui contient 4 ml d’acide borique
coloré dans un microcosme. La solution d’hydroxyde d’ammonium a une concentration
massique de 251.6 g/l.

Essai 1 (réalisé en triplicata) :

Lors du premier essai, 10 ml de la solution concentrée contenant 2.516 g de NH; a été
ajoutée 4 un microcosme muni d’une trappe a I'acide borique coloré.
Résultat 1:

La couleur lavande de I’acide borique a viré au vert instantanément lorsqu’il a été mis
dans la trappe. Le méme résultat a été observé avec les deux autres réplicats.
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Essai 2 (réalisé en triplicata) :

La solution concentrée (251.6 g/l) a été diluée 100 fois pour avoir 25.16 mg de NH;
dans 10 ml de la solution diluée.

Résultat 2 :

Les trappes a I’acide borique des trois microcosmes ont été échantillonnées apres 6h. Le
volume de H,SO, 2 I’équilibre pour les trois réplicats est : 32 ml, 28.79 ml et 29.83 ml
qui correspond respectivement aux quantités de NH; suivantes : 11.97 mg, 10.76 mg et
11.16 mg.

De 1’acide borique frais a été remis dans la trappe juste aprés I’échantillonnage. La
couleur a viré au vert aprés environ 10 mn. Un autre échantillonnage a été réalisé. Les
quantités de NH; retrouvés a ce moment 13, étaient de 0.374 mg, 0.262 mg, 0.293 mg.

De I'acide borique frais a été remis dans la trappe pour la troisitme fois, et a été
échantillonné aussitdt aprés. Les quantités de NH; dosés sont : 0.15 mg (150 pg), 0.082
mg (82 ug) et 0.187 mg (187 pg).

Conclusion : On remarque bien que I'acide borique coloré est sensible a des quantités
de NH3; de I’ordre de pg. Mais, lors du deuxiéme et troisi¢éme dosage le NH; était présent
dans la phase gazeuse avant qu’il ne soit solubilisé dans I’acide borique frais c’est
pourquoi la couleur lavande de I’acide a viré au vert aussitot que la solution fraiche a été
ajoutée. On pense que les petites quantités de NH; dosées étaient dues a la présence de
NH; dans la phase gazeuse.

Essai 3 (réalisé en triplicata) :

Pour simuler réellement une petite quantité de NH; dégagée par les micro-organismes, il
a fallu préparer une dilution qui contenait & I’origine une petite quantité de NH;. Une
dilution de 2000 fois de la solution d’hydroxyde d’ammonium donne une concentration
de 125.8 mg/l. Cette solution a été encore diluée 10 fois pour avoir 12.58 mg/l, 10 mi de
cette dilution qui contient 125.8 g de NH; a été mis dans 3 microcosmes.

Résultat 3 :

La couleur lavande de I’acide borique a viré au vert aprés 3 semaines. Ceci prouve qu’en
présence de petites quantités de NH; 1’acide borique est sensible. La réaction est lente
car I’équilibre dans ce cas la prend beaucoup de temps pour s’établir.

Conclusion générale

Ces essais nous ont permis de connaftre la sensibilité de I’acide borique coloré face i des
quantités de NH; de I'ordre de pig et aussi de voir en présence de ces quantités le temps
que prend la réaction pour que I’acide borique vire de la couleur lavande i la couleur
vert pale.

Effectivement la méthode de dosage de NH; décrite dans ce protocole est sensible 4 des
concentrations trés faibles en azote. D’aprés Standard Methods 1| ml de H,SO,
correspond a 280 pg de N. Méme si le NH; est présent 3 des quantités inférieures a 280

ig cette méthode peut nous le faire savoir qualitativement et quantitativement si la
quantité dosée est en équilibre avec au mois 0.1 mi de H,SO;.
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ANNEXE VI P33-F -Test de volatilisation des cyanures contenus dans un résidu
minier
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2 INTRODUCTION

Cette version du protocole de volatilisation est réalisée suite aux résultats des essais
préliminaires de la version 1/2. Lors des essais de cinétique on ne retrouvait que
0.09 mg/l de cyanures totaux dans le NaOH aprés 5 jours lorsque le résidu a éé
contaminé a 100 ppm. La récupération du HCN est donc trés faible par la méthode
d’aspiration et de bullage du gaz. Dans la présente version seulement la partie
“récupération totale du HCN" sera considérée. Dans ce cas le réacteur muni d’une
trappe @ NaOH agit comme un systéme ouvert puisque la soude aspire le HCN en
permanence. On risque alors d’avoir plus de volatilisation.

3 THEORIE

L’acide cyanhydrique (HCN) et sa base conjuguée forment un couple acide/base
selon I'équation (1), et posséde un pK, de 9,2 4 25 °C.

HCN =CN +H' (n

Cette équation dépend fortement du pH (voir figure 1, PE P33-C). Les milieux
acides favorisent la formation du HCN, A pH neutre essentiellement tous les
cyanures libres sont présents sous cette forme et & pH 9.2 les quantités de HCN et
CN sont équimolaires (Smith & Mudder 1991). L'acide cyanhydrique a donc
tendance 4 se volatiliser & température de 25 °C et A pression atmosphérique lorsque
le pH est en dessous du pK, du couple acide/base.

La volatilisation du HCN dans un milieu liquide dépend de plusieurs facteurs tels
que le pH, la température, le contact avec I’air, la concentration initiale des cyanures
et la lumiére UV (Simovic 1984). Par contre dans un sol, la volatilisation des
cyanures dépend de la solubilit¢ dans I'eau, la pression de vapeur et la
concentration. Les propriétés du sol qui affectent la volatilisation incluent: le
pourcentage d’humidité, les caractéristiques d’adsorption et de diffusion du sol, la
matiére organique, la porosité, la densité et le contenu en argile. Les paramétres
météorologiques qui affectentla volatilisation de HCN sont la température,
I’humidité et le débit d’air i travers le sol (Chatwin et al. 1988).

Dans le présent travail les deux facteurs considérés sont le pH et la concentration
initiale des cyanures. Ces deux facteurs ne seront pas modifiés car I'objectif de cette
expérience est I'étude de 1’atténuation naturelle des cyanures. Il faut donc respecter
les caractéristiques originales du résidu minier.
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4 PRINCIPE

Le principe de la méthode consiste & suivre dans le temps la volatilisation des
cyanures présents dans le résidu minier.

L’expérience proposée pour la volatilisation tient compte des propriétés naturelles
(concentration et pression de vapeur) des cyanures. Elle consiste 4 mettre une
quantité déterminée de résidu minier dans un réacteur fermé de 750 ml muni d’une
trappe 3 NaOH (0.5N) (Aronstein et al. 1994). A chaque fois quune quantité de
HCN est diffusée du résidu le NaOH va la dissoudre. L’échantillon de soude est
ensuite analysé pour les CN, chez Maxxam. L’autre point a considérer est la
production du HCN par les micro-organismes cyanogéniques (Aronstein et al. 1994,
Knowles 1976). 11 est donc intéressant de suivre la volatilisation issue uniquement
des transformations chimiques (abiotique). Pour ce faire, une deuxiéme série (série
B), montée en paralléle avec I'essai biotique (série A), est prévue. Elle consiste a
ajouter du HgCl; au résidu afin d’éliminer la microflore.

5 MATERIEL ET REACTIFS

- Réacteur en verre ambré de capacité de 750 ml avec couvercle muni de valve
mininert ;

- Vials en verre ambré de 40 ml avec couvercle muni de septa en caoutchouc ;

- Eau désionisée ;

- NaOHOS5N;

- KCN (UN1680, 500g, Mallinckrodt Baker, Paris, Kentucky) ;

- Pipette en verre de volume 5 ml ;

- 02 Seringues (gastight Hamilton) en verre munie d’une aiguille amovible 2 vice
de 5 cc (précision 1%) ;

- Seringue (gastight Hamilton) (10 cc) en verre munie d’une aiguille Luerlock ;
- Spatule en acier inoxydable, cuillére, etc.;

- Cylindre gradué, 50 ml ;

- Balance analytique capacité 3200 g (précision 0.01 g).
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6 METHODOLOGIE

6.1 Essai préliminaire

IL est conseillé de faire un essai préliminaire avant de commencer cette expérience.
Suggestions : Pour savoir si on est capable de retrouver du HCN par la méthode
détaillée au paragraphe 6.2, contaminer, avec des cyanures libres, 100 g de résidu (Dy3
(0.2)) contenu dans un réacteur muni d’une trappe 3 NaOH (0.5N). Ensuite,
échantillonner Ia soude et I’analyser pour les CNr.

Procédure

6.

. Peser 100g de résidu (Dy3 (0.2)) minier dans un réacteur en verre ambré munie

de couvercle en téflon et de valves mininerts nunie d’une trappe a NaOH ;
A I'aide d’une pipette de 5 ml, prendre 5 ml de la solution de NaOH (0.5N) et
les déposer dans la trappe. Fermer le réacteur hermétiquement.

Sous la hotte chimique peser 25.09 mg de KCN et les disperser sur le résidu.
Mesurer 10ml d’eau désionisée (dont on a, préalablement, mesuré le pH) a
I'aide d'un cylindre et ajouter au résidu (Remarque : 25.09 mg de KCN/10ml
d’ean donne une concentration de 1000mg/l (CN') et une concentration de
100ppm dans le résidu en plus de celle qui existe déja) ;

Laisser a 25 °C, et échantillonner 2 4j ;

Suivre la procédure d’échantillonnage décrite ci-aprés pour échantillonner le
NaOH;

Envoyer I’échantillon chez Maxxam pour analyse des cyanures totaux ;

6.2 Préparation de ’échantillon

L.

Préparer les échantillons (Yv6 (0.2) et Dy3 (0.2)) qui vont étre utilisés pour cette
expérience. Peser 2 kg de chaque échantillon. Ensuite mélanger le résidu dans
un sac fermé hermétiquement. N.B. : 2 kg comprend toute la quantité nécessaire
pour les deux séries (A et B) en triplicata.

Pour chaque échantillon, prendre, a I’aide d’une spatule, un échantilion composé
de S sous échantillons de 5 g chacun et les mettre dans un pot en verre sans
agent de conservation pour analyse des CNt chez Maxxam. Ce pot devrait
contenir 25g de résidu.

Refaire I’étape 2, deux autres fois pour pouvoir analyser les CNr en triplicata.

Mesurer le pH du résidu de chacun des échantillons (Yv6 (0.2) et Dy3 (0.2))
juste avant de commencer |’étape 6.2.
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6.3 Récupération de la quantité totale de HCN g (3 réacteurs)

Remarque : Réaliser cet essai en triplicata pour chacune des série A et B.

- Utiliser un réacteur en verre ambré en triplicata pour chaque série,

- préparer 1000 ml de NaOH (0.5N) : peser 20 g de pastille de NaOH dans un
ballon de 1 litre et dissoudre avec 1000 ml d’eau désionisée. Lire le pH du
NaOH (0.5N) qui doit étre > 12.

- ajouter dans chaque réacteur une trappe contenant 5Sml de NaOH (0.5 N)
{mesuré & I’aide d’une pipette de 5 ml), et faire les étapes de la série AetB ;

Série A (Essai biotique, 3 réacteurs) :

1. Peser 300.00 g de résidu minier dans chacun des trois réacteurs ;
2. placer les réacteurs 2 25 £ | °C sous la tente en plastique ;

Série B (Essai abiotique, 3 réacteurs) :

1. Peser 300.00 g de résidu minier dans chacun des trois réacteurs ;

2. Ajouter 0.5% de HgCl, (Wolf et al. 1989) au résidu de chaque réacteur. N.B. :
Pour étre sr d’avoir éliminer la microflore, 10 fois le pourcentage en HgCl:
recommandé dans |’article de Wolf et al. (1989) sera utilisé (soit 0.5% au lieu de
0.05%).

3. placer les réacteurs & 25 x 1 °C sous la tente en plastique ;

Procédure d’échantillonnage

1. Prendre les échantillons a 0 j, 1semaine, 3 semaine, 6 semaine et 8 semaine,
Aronstein et al. (1994) ont suivi I’accumulation du "*CN jusqu’a 400 h (le pH du
milieu était 7.2) et Mihalov et Hendrix (1994) ont suivi la volatilisation du HCN
dans un milieu & pH=10 jusqu’a 25 h. (Remarque : le temps d'échantillonnage
réel sera fixé en fonction des premiers résultats) ;

2. i l'aide de la seringue "gastight Hamilton (10ml)" et d’une aiguille luer-lock
échantillonner les 5 ml de NaOH et les transférer dans des vials de 40 mi (vide
ne contenant pas de NaOH) ;

3. en se servant de la seringue "gastight Hamilton (5 ml)" rincer la trappe qui
contenait le NaOH deux fois avec 2.5ml de NaOH (0.5N), puis les additionner &
I’échantillon recueilli dans le vial 4 I’étape 2 ;

4. fermer le vial hermétiquement et envoyer chez Maxxam pour analyse des CN,.
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7 SCHEMA OPERATOIRE

T=25°C
Récupération de la quantité totale de HCN

NaOHOSN Résidu minier

v

Résidu minier
3 0.4%
Heon ** sérieB Série A
Abiotique Biotique
8 CALCULS

8.1 Récupération de la quantité totale de HCN g

Soit P mg/l de CN, analysés chez Maxxam & un temps donné, le volume envoyé de
NaOH est de 10ml (les 02 ringages sont compris).

Pmg (CN) ————» 1000 ml (NaOH)
Qmg (CN) <4—— 10 ml (NaOH)

Q mg (CN) ———p 750 ml (volume d’air approximatif dans le réacteur)
Wmg ¢4—— 1 mldair

W mg/ml d’air représente la concentration de cyanures totaux qui se sont volatilisés du résidu.
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10 RESULTATS

Résultats de V’essai préliminaire

L’essai préliminaire détaillé au point 6 a donné le résultat suivant : 170mg de CN'/l de
NaOH aprés 4 jour. Ceci veut dire que 1.7 mg de CN" (17%) se sont retrouvés dans la
trappe aprés 4 jour. Ce résultat est trés encourageant montrant que le NaOH absorbe
réellement les cyanures. Cet essai préliminaire nous a prouvé que la méthode de
récupération totale de HCN fonctionne bien. Cette méthode sera donc en mesure de
quantifier les cyanures volatils si leur concentration est supérieure i la limite de
détection.
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ANNEXE VII P33-G- Test de lixiviation des cyanures contenus dans un résidu
minier
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1 OBJECTIF

L’ objectif de cette expérience est d’évaluer la quantité de cyanures lixiviables (CN', HCN,
CN simple, complexe-CN) pouvant étre relarguée par le résidu minier.
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2 INTRODUCTION

Cette version est réalisée suite aux problémes rencontrés dans la version 1/2 de ce
protocole. Avec I’ancienne version la quantité de CNt dosée dans la partie aqueuse
était supérieure i celle retrouvée dans le résidu. D’aprés Young et Theis (1991) et
Theis et al. (1994) il fallait d'abord extraire les cyanures (surtout les CN complexés)
par une lixiviation & pH 12, ensuite rapporter les quantités de CN retrouvées par la
lixiviation normale (sans ajustement de pH) a celles retrouvées a pH 12. A ce pH,
les cyanures complexés sont solubilisés dans 1’eau. Cette étape n’est pas obligatoire
dans la méthode d’analyse (4500-CN” C) de Standard Methods, et par conséquent
les CN complexés ne sont pas dosés par Maxxam. C’est pourquoi on retrouvait plus
de CNr dans le lixiviat (qui a un pH initial de 9) que dans le résidu.

La période totale de lixiviation dans cette version sera de 48 h au lieu de 192 h car
dans les analyses précédentes la concentration de cyanures lixiviés est devenue
stable & 48 h. De plus, Young et Theis (1991) ont remarqué lors de leurs essais que
la période totale d’équilibre dans la lixiviation des cyanures était de 48 h.

3 PRINCIPE

Une quantité déterminée de résidu minier est mise en contact avec une solution de
10 % de NaOH (Standard Methods 1998, Theis et al., 1994) pendant une période
de 24 et 48 h sous agitation mécanique. Les cyanures dosés dans ce lixiviat
représente la quantité maximale de CNp pouvant étre extraite du résidu. En
paralléle, l]a méme quantité de résidu est mise en contact avec de I'eau désionisée
pendant une période similaire de 24 et 48 h. Les cyanures totaux (CN7) sont, par la
suite, analysés dans la phase aqueuse par la méthode (4500-CN" C) de Standard
Methods. De plus, & la période de 48 h des CNwap sont analysés sur tous les
échantillons sauf sur celui de la lixiviation avec NaOH a 10%.

Afin de rejoindre les objectifs de cette expérience, il faut faire ’extraction des
cyanures dans I’eau désionisée sans ajout de tampon ou d’autres produits chimiques.
Un ratio solide liquide de 1/5 devra étre maintenu pour ’extraction des cyanures
(Ray, 1984, Theis et al., 1994).

4 MATERIEL ET REACTIFS

- Bouteilles ambrées en verre de 750 ml munies de bouchons en Téflon ;

- Eaudésionisée (eau nanopure, résistivité 2 18.2 MQ.cm) ;

- Eau osmosée (distillée) ;

- NaOH solide (pastilles) ; .

- Solution de NaOH 10N (dans un ballon de 100 ml peser 40 g de NaOH ensuite
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diluer avec 100 ml d’eau désionisée) ;
- Thermometre, chronomeétre ;
- pH-métre (préalablement calibré) ;
- Balance de capacité 3200 g (précision 0.01 g), préalablement calibrée ;
- Agitateur a culbutage ;
- Cylindre gradué de 1000 ml ;
- Trois seringues jaugées en verre (volume 10 ml, précision 1%) ;

- Support 2 filtre en acier inoxydable muni d’un filtre en Téflon de 0.45 pum fixé
sur la seringue ;

- Spatule, cuillére, etc.

5 METHODOLOGIE

Note : A cause de I’espace disponible sur I’agitateur A culbutage chaque expérience sera
réalisée sur 1 seul échantillon i une seule profondeur.

5.1 Prélévement et homogénéisation de I’échantillon

- Rdaliser I'expérience en triplicata sur les trois échantillons Yv 6 ans, Dy 9 ans
et Dy 3 mois aux deux profondeurs (0.2 et 1 m).

- Dans un grand bac homogénéiser bien chaque échantillon a chacune des deux
profondeurs sous la hotte chimique. Transférer 600 g de chaque échantillon dans
un sac, puis fermer hermétiquement. Pour les trois échantillons et les 2
profondeurs il y a 6 sacs 2 faire.

- Entreposer & 4 °C et dans un endroit sombre jusqu’a utilisation.

5.2 Préparation de la solution de NaOH a 10 % (p/v)

- Dans un ballon volumétrique de 1000 ml peser 100 g de NaOH en pastilles et
compléter avec de I’eau désionisée (dont on a mesuré et noté le pH a I’aide du
pH-métre) jusqu’au volume de 1000 ml.

5.3 Lixiviation avec NaOH 10%

- Peser environ précisément 130.00 g de résidu provenant du sac (veir étape 5.1)
dans une bouteille de 750 ml ; noter le poids exact mis dans la bouteille ;

- Faire un poids sec selon le PSO A7 ;
. - A Paide d’un cylindre gradué de 1000 ml, ajouter 650 ml de la solution de
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NaOH a 10 % (voir 5.2), fermer la bouteille et bien mélanger, ensuite lire le pH
du mélange qui doit étre supérieur ou égal a 12 (pH > 12) (N.B. : pour lire le pH
placer la sonde directement dans le contenant). Si le pH n’est pas > 12 ou s’il
descend en bas de 12 lors de la manipulation ajuster avec quelques gouttes de la
solution de NaOH 10N et vérifier le pH a I’aide du pH-métre ;

- Placer cette bouteille avec celles qui seront réalisées a 1'étape 5.4 dans
I’agitateur a culbutage et suivre la méme procédure d’échantillonnage que celle
décrite au point 5.5.

5.4 Extraction des cyanures (en triplicata)

- Peser environ précisément 130.00 g de résidu provenant du sac (voir étape S.1)
dans une bouteille de 750 ml ; noter le poids exact mis dans la bouteille (note :
réaliser en triplicata) ;

- Faire un poids sec selon le PSO A7 de maniére a pouvoir rapporter les résultats
en mg CN lixivié/kg de résidu sec ;

- Al'aide d’un cylindre gradué de 1000 ml, ajouter 650 ml d’eau désionisée (dont
on a mesuré et noté le pH A I'aide du pH-métre) fermer la bouteille et bien
mélanger, ensuite lire le pH du mélange qui représente la lecture & temps 0
(N.B. : pour lire le pH placer la sonde directement dans le contenant). Le
volume total du mélange dans la bouteille devra laisser peu d’espace de téte
pour rninimiser la volatilisation du HCN présent dans la phase liquide ;

- Assurez-vous de bien fermer la bouteille afin d’empécher les fuites de HCN,
ensuite placer la dans I’agitateur i culbutage 2 R = 30 rpm (MEF 1985)
(Remarque : |’agitateur n’est pas doté d’'un compteur de fréquence il faut
I’ajuster manuellement et vérifier ensuite les rotations par minute & ’aide d’un
chronométre, noter la fréquence exacte). A 1’aide d’un thermométre fixé dans la
piéce ou a lieu I’expérience mesurer la température ambiante (choisir un endroit
ol la température varie entre 23 et 25 °C) ;

- Démarrer I’agitation.

5.5 Procédure d’échantillonnage

L’expérience est en continu, la période d’agitation totale est de 48 h. Au moment
d’échantillonner arréter 1’agitation, prendre 1’échantillon (voir procédure) et ensuite
redémarrer 1’agitation. Ne pas tenir compte du temps d’échantillonnage dans la période
totale prévue pour I’agitation.
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Procédure

Faire venir des bouteilles d’analyses en verre opaque pour analyse de cyanure
(avec agent de préservation) de chez Maxxam ;

Prendre des échantillons aux périodes suivantes: 24h et 48h et lire le pH a
chaque point d’échantillonnage ;

Pour effectuer un échantillonnage arréter 1’agitation et transférer les bouteilles
sous la hotte chimique ;

Laisser décanter 10 mn ;

Ouvrir la bouteille d’extraction, puis  1’aide de la seringue jaugée en verre de
10 cc prendre précisément 10 ml de lixiviat et filtrer sur un filtre de 0.45 pm
environ 5 ml dans la bouteille d’analyse ensuite fermer hermétiquement, 1’ autre
S ml le conserver pour lire le pH et s’en défaire par la suite. N.B. : prendre
Péchantillon le plus rapidement possible et refermer la
bouteille d’extraction aussitot aprés ;

Répéter ces opérations pour le reste des réplicats ainsi que pour 1’échantillon de
lixiviation avec NaOH & 10%. Entre chaque réplicat changer le filtre, laver le
support 2 filtre trois fois a I'eau désionisée et changer la seringue en verre ;

A la fin de la filtration laver plusieurs fois a I’eau osmosée et trois fois a I'eaun

déionisée les trois seringues en verre utilisées et préserver pour la prochaine
utilisation.

5.6 Analyse des échantillons de Pextrait

Placer les bouteilles contenant I'extrait dans une boite et les envoyer chez
Maxxam le plus rapidement possible. Considérer une demande d’analyse
normale de 5 jours ouvrables ;

Pour chacun des échantillons demander I’analyse des CNr;
Pour la période de 48 h demander chacune des analyses CNt et WAD pour tous

les échantillons sauf pour la lixiviation 2 pH 12 ou il faut considérer
uniquement I’analyse des CNr;

N.B : Refaire toutes les étapes depuis 5.2 pour tous les autres échantillons.
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6 CALCULS
e Calcul en pourcentage

1. Lixiviation a pH 12

Soit Y mg/l la concentration de CNy déterminée par le laboratoire Maxxam dans le
lixiviat avec NaOH 10% (pH® 12). Cette concentration représente 100% des CNr
récupérés.

2. Lixiviation a pH du résidu
Soit X mg/l la concentration de CNy déterminée par le laboratoire Maxxam dans le

lixiviat. Cette concentration représente la quantit¢é de CNr lixiviable retrouvée dans
I’eau.

% CN lixivié = {,’—

¢ Calcul en mg/kg
- Lixiviation a pH du résidu

Calculer pour chacun des échantillons la quantité de cyanures lixiviés/kg de résidu sec.
N.B. corriger le volume d’eau (0.65 1 i t=24h) pour le deuxiéme point d’échantillonnage
(48h) en soustrayant 10 ml.

X(mg/1)*0.65() *1000

mg CN lixivies/ Kg de residusec = poid s sec du residu(g)
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) . % humidite
Poids sec = poids residu humidex | | — 100
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8 RECOMMANDATIONS

o Il est recommandé d'utiliser uniquement des bouteilles ambrées dans cette
expérience de maniére a éviter une éventuelle photodégradation des cyanures.

o A défaut d’avoir des bouteilles opaques pour I’expédition des échantillons, utiliser
des contenants ordinaires recouverts de papier aluminium.

o La quantité utilisée de 130 g de résidu était dans le but d’éviter les praoblémes
d’homogénéité. Ceci dit, le choix de cette quantité n’est pas obligatoire a condition
de respecter le rapport solide liquide 1/5.

¢ Le pH de I'eau peut étre augmenté (pour éviter la volatilisation) si le but de
I’expérience n’est pas I’étude de I’atténuation natureile.
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1 OBJECTIF

L’objectif d’'une mesure de la capacité tampon d’un sol est de déduire une indication de

sa résistance 2 une variation de pH.



2 MATERIEL ET REACTIFS

2.1 MATERIEL (pour échantillons et trois blancs de méthode)

Balance de 0.0001 g de précision ;

Agitateur de type Wrist action ;

Cinquante-six (56) tubes a centrifugeuse en plastique et bouchons ;
Micropipette de 5 ml et embouts ;

Pipette de mohr de 100 ml ;

Pipette de mohr de 50 ml ;

Pipette de mohr de 25 ml ;

Un (1) ballon jaugé de 500 mi avec bouchon ;
Six (6) ballons jaugés de 250 mi avec bouchons ;
Deux (2) béchers de 150 ml ;

Dessiccateur ;

pH-meétre et standards ;

Poire 2 pipette ;

Six (6) spatules en téflon ;

Six (6) coupelles en aluminium ;

Bécher de 21 ;

Sept (7) béchers de 150ml.

2.2 REACTIFS

Acide nitrique (HNOs) concentré ;
Acide nitrique (HNO;) 001 M ;
Acide nitrique (HNOs) 0.02M ;
Acide nitrique (HNOs) 0.05 M ;
Acide nitrique (HNOs) 0.1 M ;
Acide nitrique (HNOs) 0.2 M ;
Acide nitrique (HNOs) 0.5 M ;
Acide nitrique (HNO;) I M ;
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3 METHODOLOGIE

3.1 Préparation des solutions d’acide nitrique (HNO;) (les solutions sont
préparées pour 18 échantillons et trois blancs de méthode).
La préparation des solutions acides requiert certaines précautions. Il faut travailler sous
la hotte en tout temps, porter sarrau et lunettes de sécurité. Le port des gants protecteurs
non sensibles 4 Pacide est recommandé. De plus, il ne faut JAMAIS VERSER DE
L’EAU DANS UN ACIDE. Toujours verser de I’acide dans 1’eau.

Préparation de |'eau osmosée

—

. Standardiser le pH-métre (PSO-A19) ;

2. Prendre le pH de 1.5 | d’eau osmosée dans un bécher de 2 1 (PSO-A20) ;

. Si le pH est inférieur a 6, buller avec de I’air pendant une période d’au moins
20 min ;

4. Prendre de nouveau le pH de I’eau ;

5. Répéter les étapes 3 et 4 si le pH de 1’eau osmosée n’est toujours pas compris

entrepH6et7;

6. Reprendre la préparation de I'eau osmosée lorsque toute la quantité préparée est

épuisée (ne pas préparer une trop grande quantité d’eau osmosée pour éviter la

dissolution du CO2 au contact de I’eau a I’ air ambiant).

Acide nitrique (HNO,), IM

. Verser environ 250 ml d’eau osmosée dans le ballon jaugé de 500 mi ;

2. Mesurer a I’aide d’une pipette graduée (50 ml) 31.44 d’acide nitrique (HNO3)
concentré et transvaser dans le ballon jaugé de 500 ml ;

3. Compléter au trait de jauge avec de I’eau osmosée.

Acide nitrique (HNO3) dilué

1. Préparer les solutions d’acide nitrique (HNO3) dilué dans des ballons jaugés de
250 mi (contenant préalablement environ 100 ml d’eau osmosée) et en utilisant
2. les instruments de mesure indiqués dans le tableau suivant :

w

—
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Tableau de préparation des standards d’acide nitrique

Molarité de l'acide nitrique concentré (M) = 15,9
Concentration Solution mére Volume de la
(M) solution mére (ml)
Acide nitrique

1,0000 concentré 31,44 inst 1
0,5000 Acide nitrique 1 M 125,00 finst 2
0,2000 Acide nitrique 1 M 50,00 linst 1
0,1000 Acide nitrique 1 M 25,00 linst 3
0,0500 Acide nitrigua 1 M 12,50 linst 3
0,0200 Acide nitrique 1 M 5,00 linst 4
0,0100 Acide nitrique 1 M 2.50 linst 4

inst!  Pipette de mohr de S0 ml

inst2  Pipette de mohr de 100 ml (pipeter 2 fois avec 60 + 65 ml)

inst3  Pipette de mohr de 25 ml

inst4  Pipette automatique de 5 ml

3. Compléter au trait de jauge des ballons avec de I’eau osmosée

3.2 Procédure de dosage (le protocole de dosage est donné pour un seul échantillon)

Pourcentage d'humidité dans le sol

L.

L

Peser environ précisément 5 g de sol dans une coupelle en aluminium
préalablement pesée et conditionnée a 105 °C (conditionnée : placer a I'étuve
pendant une heure et refroidie au dessiccateur une demi-heure) ;
Placer a Iétuve pour une période d’un minium de douze heures ;
Laisser refroidir au dessiccateur au minimum 30 min ;
Peser i la balance analytique (précision 0.0001g) ;
Replacer i 1'étuve pour une période de 2 heures ;
Laisser refroidir au dessiccateur au minimum 30 min ;
Peser 4 la balance analytique (précision 0.0001 g)
Reprendre le cycle étuve, dessiccateur, peser jusqu’a I"obtention d’un poids
constant (différence de 5 mg au maximum entre les pesées).
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Mesure de la capacité tampon (blanc)

1. Numéroté huit (8) tubes a centrifugeuses de 50 ml en plastiques;

2. Placer dans le premier tube a centrifuge 10 ml d’eau osmosée i I’aide de la
micropipette de Sml (2x 5ml);

3. Placer dans 7 tubes i centrifugeuse de 50 ml en plastique 10 ml de chacune des
solutions acides préparées soit I M,0.5M, 02 M, 0.1 M, 0.05M, 0.02 M et 0.01 M;

4. Mettre le bouchon et agiter vigoureusement 2 I'aide de I’ agitateur Wrist action pour
une période de trente minutes ;

5. Laisser reposer 24 heures (+/- une heure) puis prendre le pH (PSO-A20) ;

6. Laisser reposer a nouveau pendant 24 heures (+/- une heure) puis reprendre le pH
(PSO-A20).

Mesure de la capacité tampon (échantillon)

P
.

Numéroter huit (8) tubes a centrifugeuse de 50 ml en plastique;

2. Peser dans les huit (8) tubes 2 centrifugeuses en plastique précisément environ 5 g de
sol a analyser;

3. Ajouter au premier 10 ml d’eau osmosée a I’aide de la micropipette de 5 ml (2 x 5
ml) ;

4. Ajouter aux autres tubes 10 ml de chacune des solutions acides préalablement
préparées soit | M,0.5M,02 M, 0.1 M, 0.05M, 0.02 M et 0.01 M al’'aide de la
micropipette de Sml (2 x 5 ml) ;

5. Mettre le bouchon et agiter vigoureusement 4 I’aide de I’ agitateur Wrist action pour

une période de trente minutes;

Laisser reposer 24 heures (+/- une heure) puis prendre le pH (PSO-A20) ;

Laisser reposer d nouveau pendant 24 heures (+/- une heure) puis reprendre le pH

(PSO-A20) ;

8. Sile pH a varié de plus de 0.03 unités de pH, conserver la valeur du pH 2 48 h sinon,

conserver la valeur du pH aprés 24 h.

N

4 CALCULS

La capacité tampon d’un sol (B) s’exprime en cmol d’acide par Kg de sol sec. Il faut
donc, pour y parvenir, tracer un graphique du pH en fonction de la quantité d’acide
ajoutée en cmol H'/ Kg sol. On peut utiliser la masse de sol humide ou la masse de sol
sec pour le calcul des points du graphique. Cependant, en utilisant la masse de sol sec on
obtient directement la capacité tampon du sol autrement, il y a une correction i faire. La
capacité tampon est, par convention, la quantité d’acide que {’on doit ajouter a un sol
pour que son pH diminue d’une unité par rapport a son pH initial. Cette quantité d’acide
se traduit par la pente de la droite au début de la courbe, lorsque le pH chute d’une unité.
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ANNEXE IX PSO A10-Test de minéralisation en microcosmes
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1.00 Domaine d’application

Ce protocole s’ applique aux sols et i toute autre substance susceptible de posséder un
potentiel de biodégradation.
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2.00 Principes de la méthode

La biodégradation ultime d’'un contaminant est appelée la minéralisation. Elle implique
que le contaminant est transformé complétement en CO,.

Pour déterminer la biodégradabilité des polluants dans les sols ou toute autre matrice, il
s’agit de mettre certains composés radioactifs témoins représentatifs du type de pollution
dans un microcosme contenant la matrice d’intérét et de vérifier s’il y a minéralisation
de la part des micro-organismes présents (Samson et al., 1991; Millette et al_, 1995, Otte
et al.,, 1994). Un poids de 20 g de sol (eau souterraine, compost ou autre) est déposé dans
une bouteille sérologique de 120 ml. La solution de polluant marqué au carbone-14 est
utilisée pour obtenir dans les microcosmes une activité totale de 100 000 dpm
(désintégrations/minute). Chacun des microcosmes est muni d’une trappe & CO-
constituée de 1 ml de KOH 1 N déposé dans un tube de verre de 5 ml a I'intérieur de la
bouteille. Le microscosme est scellé et incubé sans agitation i la température mesurée
dans la matrice au moment de I’échantillonnage (ex.: pour I’eau souterraine, le
microcosme est incubé i 10 °C). Périodiquement, le KOH contenant le [** C]CO- est
échantillonné et déposé dans un vial pour le comptage de la radioactivité dans un
compteur 2 scintillation alors qu’il est remplacé par une solution fraiche. La
minéralisation du polluant radiomarqué est ainsi mesurée par la production de["* C]CO»
(issue de la minéralisation du poliuant) qui a réagi avec la solution de KOH seion la
réaction chimique suivante:

CO» (aq) + 2 KOH <=> K,CO; + H,0

La radioactivité enregistrée représente donc ce qui a été minéralisé par les micro-
organismes. Par ailleurs, afin de tenir compte des pertes abiotiques des composés
radioactifs, des témoins empoisonnés contenant 0.2% (p/p) d’azoture de sodium sont
préparés. La figure 2.1 résume le principe de la minéralisation en microcosme.
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14C -toluéne
Micro-
organismes
HC-CO,+
H,0

Figure 2.1: Principe de minéralisation en microcosme (exemple donné pour la
minéralisation du toluéne).

3.00 Matériel
-Compteur a scintillation Wallac 1409 avec unité de disquette 3.5 et
imprimante Epson LX300 (Fisher Scientific);
-Cocktail 2 scintillation OptiPhase Hisafe 3 (Fisher Scientific);
-Bouteilles sérologiques 120 ml (Fisher Scientific);
-Valves mininert avec septums (pour les composés volatils) (Supelco);
ou
-Septums étanches avec anneaux métalliques (Fisher Scientific);
-Tubes en verre de 5 ml (diameétre 10 ou 12 mm) (Fisher Scientific);
-KOH (Anachemia);
-Vials a scintillation en verre de 20 ml avec bouchons (Fisher Scientific);
-Support pour vials a scintillation (Fisher Scientific);
-Produit radioactif (Sigma);
-Azoture de sodium (NaN3) (Anachemia);
-Balance analytique Mettler Toledo AB204 ou PB302 (précision de +
0.002 g);
-Papier absorbant;
-Resserreur de bouchon « crimper »;
-Seringues en verre Gastight de 1, 10, 50, 100, 250 et 1000 pl;
-Seringues en plastique de 30 ml et 5 ml;
-Aiguille en acier inoxydable de 6 **;
-Vial ambré de 1.8 ml avec bouchon contenant un septum.
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4.00 Mode Opératoire

4.10 Préparation de la solution radioactive: généralités
Avant méme de débuter le test de minéralisation en microcosmes, il faut préparer la
solution radioactive qui servira de substrat aux micro-organismes.

Deux cas peuvent survenir:

1) Le polluant radioactif en question vient d'étre livré;
2) Une solution mére du polluant radioactif existe déja.

Dans le premier cas, il faut consulter le PSO portant sur la manipulation de produits
radioactifs spécifiques d'intérét (PSO G4).

Dans le second cas, il faut procéder 3 une dilution de la solution mére afin d'effectuer
une solution de travail (ou solution fille) diluée qui servira a 'expérience (voir les étapes
préliminaires 4.20). Les dilutions s'effectuent toujours avec le solvant dans lequel arrive
le produit radiomarqué (ex:. le PCP vient dans le toluéne, il faut donc le diluer avec ce
solvant). En cas de doute sur le solvant approprié, consulter le certificat d’analyse
fournit par le manufacturier.

Noter bien qu'il faut s'inscrire dans le manuel de radioprotection avant méme de
procéder a l'expérience de méme qu'au manuel de l'inventaire pour les produits
radioactifs. Il est recommandé d’étre assisté par une personne ayant suivi le cours de
radioprotection lors de vos premiéres manipulations. Toujours noter la date, le nom, le
produit radioactif et la quantité de dpm utilisée tel que décrit dans les documents de
l'annexe.

4.20 Etapes préliminaires

1- Prévoir le nombre d’échantillons de I’expérience et le nombre de fois que 1'on
vérifiera la solution radioactive avec des contrdles (avant |'expérience et pendant
I’ajout dans les microcosmes afin de vérifier la stabilité de la solution et la
reproductibilité des manipulations, environ a tous les 6 microcosmes);

2- Effectuer une estimation de la quantité de dpm requise pour I'expérience. En général,
une injection spontannée de 100 000 dpm / microcosme est choisie (ex.: pour 10
microcosmes, il faut une solution meére ayant au moins 1 000 000 de dpm);

3- Calculer le volume de solution mére requis pour effectuer la solution de travail.
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4.21 Exemple pour les calculs préliminaires
exemple:

Solution mere radioactive (C,) = 204 000 dpm / puL (inscrit dans I’inventaire ou évalué
a I’aide du compteur a scintillation)

Solution fille radioactive (C;) = 100 000dpm/ lOpuL *
= 10000 dpm /pL
Volume total requis (V2) = 150 microcosmes avec injection de 10 pL de solution
radioactive a 100 000 dpm
=1500 uL

Volume de la solution mére requis =?

L_CVi=GV: |

Vi=CV; =10000dpm/pL * 1500yl =735pL
C 204 000 dpm / pL

Volume de solvant nécessaire = 1500 yL - 73.5 pL
= 1426.5 pL

~» 1427 pL de toluéne + 73 pL de solution stock '*C-PCP = 1500 pL d'une solution
diluée a 100 000 dpm/ 10 pL.

* 1l est courant d’utiliser une injection instantannée de 10 uL de solution radioactive
contenant 100 000 dpm par microcosme. Le 10 uL est issu d'un choix personnel basé sur
la facilité de manipulation et la reproductibilité de l'injection. Une quantité entre 5 et
100 pL peut quand méme étre utilisée.

4.30 Préparation de Ia solution radioactive de travail (solution fille)

Tous les produits radiomarqués sont entreposés dans la boite en plexiglas dans le
réfrigérateur 34 °C.
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1- Porter en tout temps sarrau et deux paires de gants + lunettes;

2- Réserver la hotte radioactive pour la période de travail;

3-Installer un papier absorbant dans la hotte utilisée pour les manipulations radioactives

(hotte A) et fixer le papier a I’aide de ruban gommé;

4- Aller chercher le produit radioactif 2 4 ° C et déposer la boite qui le contient sur le
papier absorbant dans la hotte, baisser la vitre de la hotte;

5- Préparer un vial en verre de 20 ml avec le solvant propre avec lequel on veut diluer un
certain volume de la solution mére. Prévoir un second vial dans lequel sera déposé le
solvant-déchet (solvant utilisé pour le ringage des seringues);

6- Déposer la quantité de solvant, préalablement calculée a I’étape 4.20.3, dans un vial
ambré en verre de 1.8 ml 2 I’aide d’une seringue en verre Gastight préalablement
rincée trois fois au solvant propre et mettre le bouchon en teflon;

7- Prendre la quantité nécessaire de produit radioactif a I’aide d’une seringue en verre
(se trouvant dans la hotte A) rincée trois fois au solvant propre et déposer dans le
méme vial ambré de 1.8 ml. Boucher le vial de 1.8 ml avec un bouchon a couverture
de teflon;

8- Bien agiter;

9- Vérifier le nombre de dpm / pL de cette solution de travail en injectant 1 pL (quantité
minimale) dans un vial i scintillation contenant 10 mL de cocktail a scintillation puis
en le faisant compter au compteur & I’aide du protocole EASY COUNT (00) pour une
lecture de 1 min. par vial;

10-Lire la colonne DPM (désintégrations par minute) sur la feuille sortant de
I’imprimante;

11-Identifier la bouteille en indiquant combien de dpm / pL elle contient et indiquer la
quantité de produit radioactif utilisée dans la feuille d’inventaire (voir ex. en
Annexe).

4.30 Préparation des microsomes

1- Préparer d’abord une feuille de travail qui tiendra compte des ajouts a effectuer aux
microcosmes (voir modeéle suivant) :

Tableau 4.1 : Feuille de travail pour la préparation des microcosmes

description | température jour 0 sol (g) | eau (ml) | NaN; (g)
] SOL1 20°C  [970101, 10:00] 20 -
2 SOL2 20°C  |970101, 10:00] 20 -
3 TEMOIN 20°C  |970101, 10:00] 20 - 0.04
4 EAUI 10°C  |970101, 10:00| - 20
5 EAU2 10°C  |970101, 10:00] - 20
6 TEMOIN 10°C  |970101, 10:00] - 20 0.04
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2- Réserver la hotte radioactive pour la période de travail;

3- Peser 20 g de sol ou 20 mL d'eau selon le cas dans des bouteilles sérologiques bien
identifiées (120 ml ). Effectuer tout autre ajout  ce moment selon les besoins de
I'expérience (ex: polluant non marqué, MSM', glucose, conditions anoxiques:

purger a I’azote; dénitrifiantes: NaNQ3, sulfato-reductrices: NaSQy,

' voir PSO pour connaitre la composition de la solution de MSM
méthanogéniques...).
Il est recommandé d’ajouter une quantité connue de polluant non radiomarqué
(« froid ») afin que le substrat ne devienne pas limitant pour la flore indigéne des
micro-organismes. [l faudra par ailleurs s’assurer que la quantité ajoutée n’est pas
toxique pour les micro-organismes;
4- Ajouter I’azoture de sodium (NaN3) 0.2% (p/p) soit 0.04 g, dans les microcosmes
témoins 2 la toute fin. Ceux-ci constitueront les témoins abiotiques;
5- Placer le tube de verre de 5 ml contenant | ml de KOH IN a I'intérieur du
microcosme;

A ce stade, porter en tout temps sarrau et deux paires de gants et lunettes. Installer un
papier absorbant dans la hotte utilisée pour les manipulations radioactives (hotte A).
Fixer le papier a l’aide de ruban gommé.

6- Installer les microcosmes sur un chariot recouvert de papier absorbant prés de la
hotte de travail;

7- Injecter la quantité de solution radioactive de travail requise (généralement 10 pL)
dans le microsome a I’aide d’une seringue en verre Gastight préalablement rincée
trois fois au solvant propre. Attention: ne pas injecter dans le tube a KOH;

8- Effectuer des contrdles (environ a chaque 6 microcosmes) en injectant 10 ul de la
solution radioactive de travail dans un vial a scintillation contenant 10 ml de cocktail.

9- Sceller le microcosme avec la valve mininert contenant un septum (produit radioactif
volatil) ou bien avec un septum recouvert de teflon et son anneau métallique a I'aide
du resserreur de bouchon et passer au microcosme suivant;

10- Entreposer les microcosmes 2 la température voulue, a la noirceur si nécessaire
(cabinet gris d’entreposage des microcosmes radioactifs).

11- Placer tous les vials contenant les controles dans le support a vials et ajouter une
languette identifiée PROTOCOLE 1 sur le c6té du support marqué d’un point
rouge;

12- Faire compter dans le compteur i scintillation liquide en plagant le support point
rouge vers la droite et en choisissant les commandes START (2x) puis SELECT;

13- Bien indiquer les échantillons sur la feuille d’inventaire du compteur en notant aussi
le numéro de fichier (voir ex. en Annexe).

14- Lire la colonne DPM (désintégrations par minute) sur la feuille sortant de
P’imprimante;
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4.40 Echantillonnage des microsomes

L’échantillonnage des microcosmes s’effectue de fagon périodique pouvant aller d’un
échantillonnage aux heures 2 un échantillonnage hebdomadaire dépendamment du
polluant en question de méme que de la matrice. 1 est recommandé de suivre de fagon
continue la cinétique de dégradation du polluant afin d’arréter |’expérience aprés
I’obtention de la phase dite « plateau » (voir graphique 5.1.1).

1- Préparer une solution de KOH IN (56.11 g/l d’eau distillée);

2- Porter en tout temps sarrau et deux paires de gants + lunettes;

3- Réserver la hotte radioactive pour la période de travail;

4- Installer un papier absorbant dans la hotte utilisée pour les manipulations radioactives
(hotte A) et fixer le papier a I’aide de ruban gommé;

5- Installer dans la hotte les deux béchers identifées EAU DE RINCAGE et EAU
REJETEE. Remplir le premier avec de I'eau distillée (utiliser 'évier réservé pour la
radioactivité);

6- Retirer les microcosmes du lieu d’entreposage et installer les microcosmes sur un
chariot recouvert de papier absorbant prés de la hotte de travail;

7- Numéroter tous les bouchons avec le numéro de microcosme, vos initiales, le numéro

d’échantillonnage et la date;

8- Placer les vials a scintillation dans le support noir en commengant par le coté opposé
au point rouge sur le support;

9- Amener le support contenant les vials de méme que les bouchons dans la hotte;

10- Remplir la seringue en plastique de 30 cc avec la solution de KOH N et la déposer

dans la hotte aprés avoir retiré 1’aiguille;

11- Effectuer un blanc en déposant 10 mi du cocktail a scintillation (2 I’aide du
distributeur) dans le premier vial de 20 ml et en y ajoutant 2 ml de KOH IN a {’aide
de la seringue en plastique;

12- Effectuer I’échantillonnage du premier microcosme: prélever la solution de KOH en
introduisant une aiguille en acier inoxydable de 6’ connectée a une seirgue de 5
ml dans le tube se trouvant a I’intérieur du microcosme;

13- Vider la trappe a I’aide de la seringue;

14- Retirer la seringue en laissant i’ aiguille dans le microcosme;

15- Mettre le contenu de la seringue dans un vial a scintillation. Moucher la derniére
goutte sur le coté du vial;

16- Rincer la trappe avec 1 ml de KOH frais en utilisant toujours I’ aiguille insérée et
additionner ce volume au méme vial;

17- Ajouter | ml de KOH frais dans la trappe et enlever la seringue (ce KOH sera
prélevé au prochain échantillonnage);

18- Aérer le microcosme en introduisant environ 5 2 10 ml d’air & I’aide d’une seringue
en plastique (cette étape est parfois éliminée lorsqu’il s’agit d’un polluant volatil);
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19- Laisser équilibrer les pressions intérieures et extérieures avec I’aiguille puis
reconnecter la seringue  I’aiguille et déposer celles-ci dans le bécher contenant
I’eau de ringage;

20- Ajouter 10 ml de cocktail a scintillation au vial a scintillation et mettre le bouchon;
ATTENTION: le cocktail i scintillation doit &tre ajouté a ce moment. Eviter
de remplir les vials avec le cocktail avant I’échantillonnage.

21- Agiter le vial 4 scintillation (contenant le ['* C]CO,);

22- Recommencer les étapes 12 4 21 pour tous les autres microcosmes en prenant soin
de rincer la seringue de S ml a I'eau distillée trois fois entre chaque microcosme et a
la toute fin. Les solution de rejet sont déposées dans le bécher identifié « rejet »;

23- Placer tous les vials dans le support a vials et ajouter une languette identifiée
PROTOCOLE 1 sur le coté du support marqué d’un point rouge;

24- Faire compter dans le compteur i scintillation liquide en plagant le support point
rouge vers la droite et en choisissant les commandes START (2x) puis SELECT;

25- Bien indiquer les échantillons sur la feuille d’inventaire du compteur en notant aussi
le numéro de fichier (voir ex. en Annexe).

26- Entreposer A nouveau les microcosmes 2 la température voulue, i la noirceur si
nécessaire (cabinet gris d’entreposage des microcosmes radioactifs) jusqu’au
prochain échantillonnage;

4.50 Nettoyage

1- Laver au CONTRAD® les béchers ayant servi au ringage des seringues dans Iévier,

les remplir d’eau distillée et de CONTRAD® puis laisser tremper;
2- Retirer le papier absorbant en 1’enroulant sur lui-méme et le jeter a la poubelle;

3- Nettoyer a fond la hotte avec du détergent CONTRAD®;

4- Retirer les deux paires de gants de fagon 2 ne pas toucher I’extérieur de ces derniers
puis jeter les gants a la poubelle;

5- A la toute fin de I’expérience de minéralisation (aprés I’obtention du plateau)
consulter le PSO S2 pour connaitre la procédure de décontamination des
microcosmes radioactifs.

5.00 Calculs

Pourcentage de minéralisation:

% de minéralisation= nb de dpm au temps X * 100 + % min. au temps X-1
nb de dpm moyen dans les contrdles de départ
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Les résultats des expériences de minéralisation en microcosmes sont reportés sous forme
de graphiques du % de minéralisation en fonction du temps et posséde I’allure suivante:
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Figure 5.1: Graphique de la minéralisation du PCP en fonction du temps (ex. fictif).

6.00 Limites de la méthode

Cette technique ne tient pas compte du '*C incorporé dans la biomasse.
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8.00 Notes

- Pout tout probléme avec le compteur 2 scintillation, consulter le guide d’utilisation
ou le responsable du laboratoire.

- Le PROTOCOLE 1 indique au compteur de procéder a une lecture de 5 minutes
pour chaque vial. Le PROTOCOLE 00 (Easy count) équivaut 2 une lecture de 1
minute / vial. I existe par ailleurs d’autres protocoles 2 votre disposition
correspondant a d’autres temps de lecture. De plus, il est possible de programmer des
protocoles pour des temps spécifiques.

- Un bon compte ou un compte significatif posséde un SaQM prés de 100%, si ce n’est
pas le cas, vérifier les autres indices de qualité.

- Echantillonner autant de fois qu’il en sera nécessaire jusqu’a I’obtention du plateau
avec un minimum de 1000 dpm par échantillonnage pour I’obtention d’un compte
significatif.

- Les résultats sont exprimés en % de radioactivité récupérée.

- Disposer de I'eau de ringage dans le lavabo tout en laissant couler I'eau du robinet
généreusement.





