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RESUME

Dans le but d'en arriver @ une meilleure compréhension des méca-
nismes d'adsorption et de transport des métaux a travers la membrane
cellulaire du phytoplancton, nous avons étudié ces deux modes de fixa-

tion du zinc avec 1a chlorophycée Chlamydononas variabilis placée dans

différentes conditions expérimentales. Ainsi, 1'influence sur ces deux
modes de la concentration de zinc dissous, de 1a température et de la
compétition entre le zinc et le magnésium, de méme que le rdle des
groupements sulfhydriles, du fer et du phosphore ont été examinés avec
des algues provenant de cul tures "batch". Dans chaque expérience, les
concentrations de zinc adsorbé ([Zn] ) et de zinc intracellulaire

([ Zn] .) ont &té déterminées aprés une incubation de dix minutes.

L'adsorption est fonction de l1a concentration de zinc ionique
1ibre demeurant dans la solution et est decrite par un isotherme de
Langmuir. C'est une reaction endothermique ol semblent prédominer des
processus d'échange ionique. Le magnésium compétitionne avec le zinc
pour les sites d'adsorption; le fer présent normalement dans le milieu
de culture et le phosphore ne semblent pas jouer de rdle majeur dans

1'adsorption.

Le transport du zinc @ travers 1a membrane peut s'effectuer selon

deux mécanismes dont 1'un est prepondéerant aux faibles valeurs de zinc
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1ibre et 1'autre aux fortes valeurs. Le second montre un flux qui est
une fonction 1inéaire de 1a concentration de zinc 1ibre et suggére que
le zinc est transporte dans 1a cellule par diffusion. Cependant, les
valeurs de 1'énergie d'activation obtenues en mesurant le flux & diffe-
rentes températures suggérent qu'un mécanisme de transport actif pour-
rait aussi étre impliqué. Le magnésium diminue la quantité de zinc
transporté alors que le fer présent dans le milieu de culture ne 1'af-
fecte pas. Le phosphore semble offrir des sites de fixation du zinc a

1'intérieur de 1a cellule.
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1. INTRODUCTION

1.1 Ro0le biochimique du zinc chez les algues

Le zinc, & cause de sa structure &lectronique, se combine chimi-
quement dans 1'état d'oxydation +2 et tend @ former des complexes rela-
tivement stables avec des composés métaboliques comme les protéines.
I1 ne semble pas @tre oxydé ou réduit dans des reactions biochimiques

(valiée, 1977).

C'est un métal essentiel 3 la croissance et au métabolisme des
algues. Une déficience produit un arréet de croissance de méme que des
changements chimiques importants: disparition des ribosomes, diminution
de 1a synthése de 1'ARN et des protéines, dedoublement du contenu de
1'ADN, augmentation du volume cellulaire et accumulation de peptides,
d'acides aminés, de nucléotides, de polyphosphates et de protéines

rares (Vallée, 1977; Rai et al., 1981).

De fortes concentrations de zinc peuvent cependant devenir toxi-
ques. Elles provoquent une diminution de 1a chlorophylle et du rapport
caroténoide: chlorophylle, une inhibition de 1la photosynthése, une

augmentation de la perm@abilité de la membrane cellulaire et

1'apparition d'anomalies morphologiques (Rai et al., 1981).




1.2 Relation entre la spéciation des métaux et leur biodisponibilité

pour les algues

La spéciation d'un métal en solution référe a sa distribution
entre ses differentes formes. En effet, en solution, un métal peut
exister sous les trois formes suivantes: i) ion 1ibre ou plus préciseé-
ment jon hydrate; ii) complexé avec des ligands inorganiques; 1iii)
complexe avec des ligands organiques. La détermination de la spécia-
tion d'un métal est trés importante car elle conditionne les effets que
peut avoir ce métal vis-a-vis plusieurs organismes aquatiques, notam-

ment les algues.

Ces derniéres annees, plusieurs études effectuges en laboratoire
ont mis en évidence 1e fait que Ta toxicitée d'un métal et son accumul a-
tion dans les cellules de phytoplancton sont religes a 1'activité de
1'ion métallique libre plutot qu'a la concentration totale de métal
dans 1e milieu. Sunda et Guillard (1976) furent les premiers a mettre
ce phénoméne en @évidence. I1s demontrérent, avec la diatomée estua-

rienne Thalassiosira pseudonana, que 1'inhibition de la vitesse de

croissance et le contenu en cuivre des cellules étaient fonction de
1'activité de 1'ion cuivrique (Cu?+). Les variations de 1'activité de
Cu2+ @taient obtenues indépendamment de celles du cuivre total en chan-
geant 1a concentration de 1'agent chélateur et le pH. De fagon sembla-
ble, Anderson et Morel (1978) damontrérent que la toxicité du cuivre

pour 1'algue marine Gonyaulax tamarensis, telle que mesurge par la

perte de motilité des cellules, était reliee a 1'activité de 1'fon




cuivrique. En 1980, Allen et al. mesurérent 1'effet du zinc mis en
présence de différents agents chélateurs sur la croissance de 1'algue

Microcystis aeruginosa et déterminérent que la toxicité etait directe-

ment dépendante de la concentration de métal libre plutdt que de la
concentration totale de métal. Ils identifidrent les ions ZIn?+ et
InOHt comme étant les principales formes du zinc, en plus du complexe

formé avec 1'agent chélateur.

Ces etudes demontrent que 1'activité des ions métalliques libres
determine Ta vitesse de fixation de méme que les effets biologiques du
métal mais ne prouvent pas que les ions libres soient la seule forme
biodisponible aux algues. En effet, i1 semble que d'autres espéces
inorganiques peuvent &tre prises par le phytoplancton. Les résultats
de Davies (1978) suggérent cependant que les métaux 1iés a des substan-

ces organiques ne peuvent étre captes.

De nombreux facteurs affectent 1a spéciation des métaux traces.

Ce sont principalement:

1) 1le pH: en général, un pH bas favorise la formation d'ions
métalliques 1ibres alors qu'un pH &leve favorise l1a formation
de precipiteés comme par exemple les oxydes ou hydroxydes (Gadd

et Griffiths, 1978; Rai et al., 1981).

2) la salinité: en milieu marin, la formation de complexes mé-

talliques avec les anions majeurs de 1'eau de mer produit une




diminution de 1'activite des ions métalliques libres, compara-
tivement & ce qui se passe dans les eaux douces (Morel et al.,

1979; Rai et al., 1981).

3) la complexation organique: la matiére organique dans les eaux
naturelles et les ligands artificiels dans les miliew de
cul ture jouent un role important dans le contrdle de la toxi-
cité car en complexant 1es métawx ils réduisent 1'activité des
ions métalliques libres (Morel et al., 1979; FOrstner et

Wittmann, 1981).

4) la température: elle peut modifier les équilibres thermodyna-
miques qui régissent la spéeciation et influencer ainsi les
processus chimiques et physiques qui ont lieu dans le milieu

aquatique (Rai et al., 1981; Forstner et Wittmann, 1981).

1.3 Les interactions entre les métaux et les algues

La membrane cellulaire, directement accessible aux métaux en
solution, est le premier site de leur action et par le fait méme des
dommages qu'ils peuvent occasionner. Elle agit comme barriére de dif-

fusion et protége les systemes cytoplasmiques (Rothstein, 1959). En

effet, les protéines et les lipides de la membrane de méme que les
protéines et les polysaccharides de la paroi contiennent de nombreux
groupements carbonyle, carboxyle, amino, phosphate et sulfhydrile qui

peuvent Tier les métaux tres efficacement et conserver ainsi 1'intégri-




té de la membrane comme barriére de diffusion (De Filippis, 1979;

Crist et al., 1981).

En général, 1'adsorption des métaux sur les algues est un phénome-
ne réversible et peut étre représentée par un isotherme d'adsorption de
Langmuir (Crist et al., 1981). "Davies (1973) constata que la concen-

tration de zinc adsorbé a@ la surface de 1'algue marine Phaeodactylum

tricornutum augmentait hyperboliquement avec 1a concentration de zinc
en solution dans le milieu. Cette relation &tait conforme & un iso-
therme de Langmuir, indiquant qu'il y avait un nombre défini de sites
réactifs sur la surface de la cellule. Les métaw lourds sont aussi
adsorbés a 1a surface de cellules mortes (Gadd et Griffiths, 1978; Rai
et al., 1981) ou de fragments de parois cellulaires (Broda, 1972; Crist
et al., 1981) indiquant qu'aucune intervention métabolique n'est impli-

quée dans ce phénoméne.

Les métaux qui ont traversé la membrane et penétré dans le cyto-
plasme de 1a cellule peuvent se fixer sur certains sites. Contraire-
ment & 1'adsorption sur 1a surface des cellules, le transport intracel-
lulaire serait déependant du métabolisme des algues (Gadd et Griffiths,

1978).

1.4 Mécanismes de fixation des métaux

Broda (1972) suggéra que 1a fixation du zinc par 1'algue Chlorella

fusca impliquait trois composantes. La premigre est un phénoméne reé-




versible qui atteint rapidement 1'équilibre et correspond a 1'adsorp-
tion du zinc sur les sites de charges négatives de la membrane. Elle
est fortement affecteée par la composition de 1a solution (1'adsorption
augmente avec la concentration de zinc en solution) mais non par un
apport énergéetique ou la température. La membrane est pourvue de deux
types de sites possédant des affinités et des capacités de fixation
trés differentes; des isothermes d'adsorption séparés sont valides pour
chacun de ces sites. L'entree du zinc a 1'intérieur de la cellule via
un systeme de transport spéecifique est la deuxiéme composante; elle
fait appel @ 1'ATP comme source d'énergie. C'est donc un phénomeéne
trés dépendant de 1'énergie et de la température. La derniére compo-

sante est celle ol le zinc entre a 1'intérieur de 1a cellule par une

diffusion lente, indépendante de 1'énergie, a travers des pores.

Davies (1973) proposa un mécanisme d'accumulation du zinc par la

diatomée Phaeodactylum tricornutum; ce mécanisme implique deux @tapes

(figure 1.1). Une partie du métal s'adsorbe d'abord 3 1a surface exté-
rieure de 1a cellule et i1 s'établit un équilibre entre 1a solution et
les sites d'adsorption. La concentration de zinc adsorbé a 1'extérieur
de 1a membrane (qe) est reliée a 1a concentration de zinc dans le mi-
lieu (Ce) par un isotherme de type Langmuir. Le zinc est par la suite
lentement transporte a travers la membrane a@ une vitesse (AP/At) pro-
portionnelle au gradient d'activité/concentration (qe - qi) et a Mc, ou
q; est 1a concentration de zinc 1ié 3 1'intérieur de 1a membrane et MF
est une constante de vitesse. La concentration q; devient rapidement

en équilibre avec 1a concentration de métal dans le fluide intracellu-
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Figure 1.1: Modéle de 1'accumulation du zinc par Phaeodactylum
tricornutum. D'aprés Davies (1973, 1978).

~J




laire (Ci)' La relation entre q; et Ci s'exprime aussi par un
isotherme de Langmuir. Le zinc intracellulaire est par la suite lié a
une protéine dont 1a capacite de liaison maximale (Q(max)) régle la
valeur de Ci et en retour de Q5 » controlant ainsi la fixation du
zinc. D'aprés ce modéle, le transport a 1'intérieur de la cellule se
fait par diffusion et 1'incorporation du métal dans 1a cellule implique

une étape préliminaire d'adsorption sur la surface cellulaire.

Cossa (1976) demontra que le cadmium adsorbé sur la diatomée

Phaeodactylum tricornutum pouvait etre facilement désorbe par la cys-

téine alors que 1a fraction absorbée (intracellulaire) ne pouvait étre
éluée. Davies (1973) avait fait une démonstration semblable en ajou-

tant de 1'EDTA 3@ des cellules de Phaeodactylum tricornutum contenant du

zinc. Le zinc adsorbé était rapidement désorbe alors que 1'extraction
du zinc intracellulaire s'avérait extrémement lente. Cossa évalua que
1'absorption était dépendante de 1'adsorption, c'est-a-dire que c'était
le cadmiun adsorbé qui diffusait a 1'intérieur des cellules. Les sites
d'adsorption n'@taient que partiellement occupés par le cadmium et ils
liaient effectivement d'autres métaux provenant du milieu de cul ture.
Ainsi, i1 y avait compétition entre 1e cadmium et le zinc, et 1'adsorp-
tion du cadmiumn sur les sites dépendait de leur libération par 1le

zinc.

Whitfield et Turner (1979) développérent un modéle qui compare le

comportement d'un métal, M, a la surface d'une cellule vivante a son

comportement a la surface d'une @lectrode potentiométrique ou d'une




electrode polarographique. Dans le cas de 1'@lectrode potentiométri-
que, il y a equilibre entre 1e métal a 1a surface de 1a membrane, M,
et 1'ion 1ibre dans 1a solution, MZ+ (figure 1.2a), et le flux, Fp, est
pratiquement nul a 1'interface. Dans le cas d'une &lectrode polarogra-
phique, lorsque 1'ion métallique est réduit 3 1'@lectrode, i1 se crée

un flux (figure 1.2b). Le flux maximum, (Fv) depend de 1a concen-

max?
tration totale de métal, [M]t’ des constantes d'équilibre et cinétique
K et kd de 1a reaction de complexation, et des coefficients de dif-
fusion D des espeéces (Buffle, 1979). Ces deux exemples représentent
les cas extremes de flux d'un métal. Ainsi le rapport £ du flux
observe sur le flux maximum est de zéro pour les mesures potentiométri-
ques et de un pour les mesures voltammétriques. Dans le cas de 1'in-
terface eau-cellule vivante (figure 1.2c), deux @&tapes sont conside-
rées: 1) 1'adsorption du métal sur certains sites a la surface de la
cellule et 2) son transport a 1'intérieur de 1a cellule. L'adsorption
a la surface est decrite par un isotherme d'adsorption de Langmuir; on
suppose que les phénoménes d'adsorption et de désorption sont rapides
par rapport au processus de transport. Aprés s'étre adsorbé, le métal
traverse 1a membrane de la cellule. Lorsque la constante de vitesse,
kc’ de transport de M a travers 1a membrane est suffisamment élevée,
1a membrane cellulaire peut se comporter de fagon semblable & une élec-
trode polarographique. Le transport peut alors etre controlé par des
paramétres chimiques (kd) ou physiques (D). Lorsque ke est suffisam=-
ment faible, 1a membrane de 1a cellule se comporte comme une &lectrode

potentiométrique. Le transport est alors contrdlé par des facteurs

biologiques (kc).
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Figure 1.2: Comparaison entre le comportement d'un métal a la surface d'une
électrode potentiométrique (a), d'une électrode polarographique
(b) et d'une cellule vivante (c). D'aprés Buffle (1979).
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Bates et al. (1982) mirent au point une méthode pour distinguer le
zinc adsorbeé a la surface des algues vertes unicellulaires Scenedesmus

subspicatus Hodat et Chlamydomonas variabilis Dangeard du zinc trans-

porté a 1'intérieur de 1a cellule. Le zinc adsorbé, défini opération-
nellement comme &tant le zinc extrait avec 1'EDTA, était fonction de la
concentration de zinc ionique libre demeurant dans l1e milieu de cul ture
et pouvait étre décrit par un isotherme de Langmuir. Le zinc transpor-
té 3 1'intérieur de 1a cellule, défini opérationnellement comme le zinc
demeurant avec la cellule aprés 1'extraction avec 1'EDTA, variait
lineairement avec la concentration de zinc ionique demeurant en solu-
tion. Cette derniére relation suggérait que 1a majorité du zinc trans-
porté dans 1a cellule provenait directement de 1a solution et non de la

fraction adsorbee.

1.5 Objectif de 1'étude

Cette €tude s'inscrit dans le cadre général des recherches effec-
tuees a 1'INRS-Eau afin d'identifier les paramétres a mesurer dans le
milieu naturel pour évaluer la fraction des métauwx traces disponible au
phytoplancton. Pour y arriver, il est nécessaire de bien connaitre les
mécanismes d'adsorption et de transport des métaux a travers la membra-
ne cellulaire. Dans ce cadre, 1'objectif de 1'@tude est d'aider 3 la
clarification des mécanismes d'adsorption et de transport du zinc par

Chlamydomonas variabilis. Ce travail comporte six expériences. La
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premiére traite de 1'effet de 1a concentration de zinc sur 1'adsorption
et le transport de ce métal par des algues provenant de souches culti-
vées en présence de zinc ou de souches carencées en zinc, 1a seconde de
1'effet de 1a température sur 1'adsorption et le transport du zinc, la
troisiéme sur l1a compétition entre le zinc et 1e magnésium, la quatrie-
me sur le role des groupements sul fhydriles dans la fixation du zinc,
la cinquiéme sur le role du fer et 1a sixiéme sur 1'influence i) du fer

et ii) du phosphore ajoutés a des algues en phase stationnaire.

2. MATERIEL ET METHODE

2.1 Organismes et conditions de culture

Les expériences ont @eté realisées avec la chlorophycee

Chlamydomonas variabilis Dangeard souche 511/5 provenant de 1'ex-centre

de recherche hydrobiologique de Gif-sur-Yvette, France. Les cellules
utilisées pour les expériences décrites a la section 2.3 provenaient
de cultures "batch" qui &taient elles-mémes alimentées a partir de deux

souches de C. variabilis. Ces deuwx souches étaient maintenues de fagon

axénique dans un milieu dewx fois plus concentré que le milieu AAP
(tableau 2.1); 1'une 8tait gardee en présence de zinc (1.0 x 10-6 M) et
1'autre en absence de zinc ajouté depuis plus de deux ans. Les deux
souches ont été utilisees dans 1'expérience 1 alors que toutes les
autres expériences ont été realisées avec la souche conservée en pré-

sence de zinc.




I3

Tableau 2.1: Composition du milieu AAP (Payne, 1975).

Macronutriments

Concentration

mgel-1! M

Micronutriments

Concentration

uge1-1 M

NaNO3
K,HPO,
MgCl2
MgS0, . 7H20
Ca012.2H20
NaHCO3

| 25.500 {3.000 x 10-*

1.044 |5.994 x 10°°
5.700 |5.986 x 10-5
14,700 |{5.964 x 10°°
4.410 [3.000 x 10-°
15.000 [1.786 x 107"

H3803
MnC]2

inCl,

CoCl,

CuCl,
Na ,Mo0Q, . 2H,0
FeCl 3
Na,EDTA.2H,0

185.520/3.000 x 10-
264.264/2.100 x 10~°
32.709/2.400 x 10-7
0.780/6.007 x 10°°
0.009/6.694 x 10-11
7.260(3.001 x 10~
96.000/5.918 x 107
300.000/8.059 x 107
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Les cultures “"batch", deémarrées avec des aliquotes de 1'une des
deux souches, contenaient 5000 a 8000 celluleseml-! au premier jour
d'incubation. Elles &taient realisées dans un ballon de six litres
contenant e milieu AAP (tableau 2.1) sans zinc; le ballon était placé
dans un bain thermostaté a 20°C sous un &clairement continu d'environ
120 pEem=2.s-1 provenant de tubes fluorescents blancs placés de chaque
coté du bain (figure 2.1). Elles &taient constamment agitées et ae-
rées, et le pH &tait maintenu constant a 7.0 grace a un contrdleur de
pH (New Brunswick Scientific; modéle PH-22) qui permet une addition
automatique de CO, lorsque le pH depasse 1a valeur désiree (pH = 7.0).
Une électrode de calomel équipee d'une double jonction, avec du chloru-
re de potassium dans le réservoir externe, était utilisée avec 1'@lec-
trode de verre afin d'éviter la diffusion de chlorocomplexes d'argent

dans le milieu car 1'argent est généralement toxique pour les algues.

Le milieu AAP utilisé pour maintenir les souches ou préparer les
cul tures était stérilisé a 1'autoclave. Afin de minimiser la précipi-
tation d'oxyhydroxydes de fer, les macronutriments et les micronutri-
ments étaient autoclavés seéparément. Les cultures d'algues servaient
de réservoir de cellules pour realiser les expériences décrites a la
section 2.3. Les conditions mentionnées ci-dessus pour les cul tures
(T, pH, illumination) ont @té maintenues constantes d'une culture a
1'autre, afin de minimiser les changements dans les courbes de crois-
sance; Bates et al, (1983a) ont en effet démontré que 1'é&tat physiolo-
gique (en particulier 1'age) des cultures influe sur 1'adsorption du

zinc et sur son transport a travers 1a membrane cellulaire.
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2.2 Reactifs et verrerie

Tout 1e matériel mis en contact avec les cultures ou les diverses
solutions a &té lavé avec de 1'acide nitrique 15% (v/v) et rincé plu-
sieurs fois @ 1'eau deminéralisee. La plupart des contenants utilisés

étaient en pyrex, en polyéthyléne ou en téflon.

L'eau deminéralisée ayant servi a préparer les solutions et les
miliex de culture a @&té obtenue avec un systéme Millipore Milli-
Q3R0/Mi111-Q2; les produits chimiques utilises rencontrent les critéres
de purete de "1'American Chemical Society". Ces solutions furent ran-
geées dans des bouteilles de polyéthyléne ou de téflon et gardées au

réfrigérateur.

2.3 Procédure expérimentale

La plupart des expériences suivaient une procédure générale
décrite & la section 2.3.1 et a la figure 2.2. Les particularités de

chaque expérience sont décrites dans les sections 2.3.2 3 2.3.7.

2.3.1 Procédure générale

Pour chaque experience, le nombre d'aliquotes requises était pré-

leveé, 3@ un jour donné, des cultures de C. variabilis decrites a la

section 2.1. Chaque aliquote (40 ml) @tait centrifugée pendant dix
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ALGUES + Zn
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CENTRIFUGATION
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EDTA (10”4 M™) Zinc en solution
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|
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j solution
2«
Zn
Culot Surnageant [ ] b
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[Zn ]c [Zn ]u

Figure 2.2: Procédure expérimentale pour distinguer le zinc adsorbé du
zinc intracellulaire. D'aprés Bates et al., 1982.
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minutes @ environ 500 x g dans des tubes a centrifugation en polycarbo-
nate. Le surnageant était enlevé par succion en utilisant une pipette
Pasteur et remplacé par un volume équivalent de milieu AAP (sans fer
afin d'éviter la précipitation de 1'hydroxyde de fer) prealablement
équilibré toute une nuit avec les concentrations de zinc et d'EDTA
désirees et ajusté a pH 7.0. Le milieu de culture original était rem-
placé par un nouveau milieu afin d'éliminer les agents chélateurs qui
auraient pu étre produits par les algues et afin de permettre une pré-
équilibration du zinc avec 1'EDTA. Aprés une incubation de dix minutes
3 1'obscurité, les échantillons 2taient centrifugés pendant dix minutes

a 500 x g et une partie du surnageant était prélevée afin de déterminer

[Zn],, 1a concentration de zinc demeurant en solution aprés 1'incuba-

b
tion (figure 2.2). Le culot était resuspendu dans 10.0 ml d'une solu-
tion contenant de 1'EDTA 10-* M et du chlorure de calcium 6 x 10-“ M 3
pH 7.0 puis incub@ pendant dix minutes a 1'obscurité. Aprés centrifu-
gation (dix minutes @ 500 x g), une partie du surnageant &tait prélevée
pour 1a détermination de [Zn]a, 1a concentration de zinc adsorbé, déefi-
nie opérationnellement comme le zinc extrait par 1'EDTA (Bates et al.,
1982). Le culot était analysé afin de déterminer [Zn]c, 1a concentra-
tion de zinc intracellulaire, définie opérationnellement comme la con-
centration de zinc demeurant avec les cellules aprés 1'extraction avec
1'EDTA (Bates et al., 1982). Le calcul du bilan [Zn]T =[], + [Zn]a

+ [In] . permettait de vérifier que 1e total des fractions obtenues par

¢
cette méthode correspondait a l1a concentration initiale de zinc total

[Zn]
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Le zinc était ajouté sous forme de chlorure de zinc marqué avec du
65Zn. La radioactivité des &chantillons &tait mesurfe a 1'aide d'un
spectrophotométre gamma (LKB Wallac; modéle SC-26, PP-67). Les solu-
tions méres de zinc étaient de plus analysées par spectrométrie d'ab-
sorption atomique de flamme avec un spectrophotométre Varian Techtron

(modéle AA-575 ABQ) afin d'obtenir 1'activité spécifique.

La concentration de zinc 1ibre demeurant en solution aprés 1'incu-
bation, [Zn2+]b, était calculée en utilisant un modéle d'équilibre
chimique qui tient compte de 1a composition du milieu AAP; les constan-
tes d'équilibre utilisées sont données dans Smith et Martell (1974,
1976).

2.3.2 Expérience 1

Cette expérience visait a examiner 1'adsorption et 1e transport du

zinc par 1'algue C. variabilis pour une large gamme de valeurs de

[Zn2+]b, et également a vérifier si une privation en zinc des algues
pouvait influencer ces phénoménes. Les algues furent prélevées des
cul tures au jour 3 alors que les cellules se trouvaient dans leur phase
exponentielle de croissance. Les concentrations de zinc libre va-
riaient entre 0.5 et 32 uyM; pour ce faire, on a utilise deux concen-
trations initiales de zinc, soient 3.06 et 38.24 uM, et diverses con-
centrations d'EDTA (voir tableau 2.2). Cette expérience a &té réalisee

avec des cellules provenant de la souche maintenue en présence de zinc

et, subséquemment, avec des cellules provenant de la souche privée -de
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Tableau 2.2: Concentrations de zinc et d'EDTA utilisées dans 1'expé-

*

rience 1.
Concentration | Concentration
totale de d'EDTA
Solution zinc (uM)
(uM)
1 3.43
2 3.15
3 3.05 (3.00)*
4 3.06 3.00 (2.89)*
5 2.79% (2.71)*
6 2.31
7 1.53
8 35.20
9 30.60
10 38.24 22.90
11 15.30
12 7.64

Les valeurs entre parenthéses ont &té utilisées dans 1'expérience
réalisée avec 1a souche privée de zinc.
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zinc (pendant 28 mois). Les concentrations [Zn2+]_, [Zn], et [Zn], ont

@té déterminées comme décrit 3 la section 2.3.1.

2.3.3 Expérience 2

On visait ici @ determiner 1'effet de 1a température sur 1'adsorp-
tion et le flux du zinc. Les algues furent prélevées de 1a culture au
jour 3 et incubges avec le zinc 3 cing températures différentes, soient
5, 10, 15, 20 et 25°C. La concentration totale de zinc €tait de 15.30
uM et deux concentrations d'EDTA (7.65 et 12.24 pM) furent utilisées.
Ceci correpond a des concentrations initiales de Zn?t @quivalentes a
7.65 et 3.06 uM. Les concentrations [Zn2+]b, [Zn]a et [Zn]c ont été

déterminées comme décrit a la section 2.3.1.

2.3.4 Expérience 3

Cette expérience visait a caracteriser 1'effet du magnésium sur
1'adsorption et le flux du zinc. Les algues furent prélevées de la
cul ture au jour 3. Aprés 1'enlévement du milieu de culture d'origine,

les cellules de C. variabilis furent incubées dix minutes a 1'obscurité

en présence de solutions de magnésium et de sodium (voir tableau 2.3)
puis centrifugées dix minutes @ 500 x g. Le surnageant fut aspiré et
remplacé par des solutions contenant du magnésium et du sodium aux
mémes concentrations; du zinc (4.35 uM) fut également ajouté. On note-
ra que ces solutions ne contenaient que Mg, Na, Cl et Zn; tous les

autres constituants du milieu AAP étaient absents. Le chlorure de




Tableau 2.3:

Concentrations de magnésium et de sodium utilisées

dans 1'expérience 3.

Concentration | Concentration
de magnésium de sodium
Solution (M) (M)
1 0 1.010 x 10-3
2 5.000 x 10-% 9.945 x 10-%
3 1.000 x 10-3 9.795 x 10°“
4 5.000 x 10-5 8.595 x 10-%
5 1.000 x 10-% 7.095 x 10-*%
6 3.365 x 10-4 0

22
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sodium etait ajoute pour maintenir constante la force ionique des solu-
tions. Les concentrations [Zn2+]b, [Zn],, [Zn], et les concentrations
correspondantes [Mg2*],, [Mg]a et [Mg]c furent déterminées. Le magné-
siun fut mesurg par spectrométrie d'absorption atomique de flamme; afin
d'obtenir [Mg]c, Tes algues ont &té digérées avec de 1'acide nitrique

(Bates et al., 1982). L'expérience a été réalisée en triplicata.

2.3.5 Expérience 4

On visait ici @ déterminer si 1e parachloromercuribenzéne sulfona-
te (PCMBS), un produit reconnu pour bloquer les groupements sulfhydri-
les (Anderson et Morel, 1982), pouvait influencer 1'adsorption et le
flux du zinc. Les algues furent prélevees de 1a culture le jour 3 et
mises dans des tubes a centrifugation; avant de centrifuger, le PCMBS
était ajouté en quantité suffisante pour obtenir une concentration de
10-#M. Aprés une incubation de trente minutes et une centrifugation de
dix minutes @ 500 x g, le surnageant fut aspiré et remplacé par du
milieu AAP contenant 15.30 uM de Zn et différentes concentrations
d'EDTA (voir tableau 2.4). Parallélement, des &chantillons n'ayant pas
€té mis en contact avec le PCMBS subirent le méme traitement. Les

concentrations de [ ZnZ*] [Zn]a et [Zn]C ont 8té déterminées. L'expé-

b’
rience a été menée en triplicata.




Tableau 2.4:
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Concentrations d'EDTA et de zinc 1ibre utilisées dans
1'expérience 4.

Concentration initiale
Solution Concentration d'EDTA (uM) de zinc libre

(uM)
1 14.39 0.92
2 13.31 1.99
3 10.71 4,59
4 8.41 6.88
5 5.81 9.48
6 3.37 11.93
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2.3.6 Expérience 5

Cette expérience visait & déterminer si une association hypothéti-

que d'oxyhydroxydes de fer 3 1a surface de C. variabilis dans les con-

ditions d'utilisation du milieu de culture AAP pouvait influencer 1'ad-
sorption et 1e flux de zinc. Les algues ont d'abord été cultivées en
milieu AAP sans fer ni zinc afin de diminuer la concentration de fer
par algue. En phase stationnaire (jour 6), deux séries d'aliquotes de
40 m1 ont été préelevees et centrifugées. Le surnageant fut remplacé
pour la premiere série par le milieu AAP avec fer (0.59 uM) mais sans
zinc et pour la deuxiéme par le milieu AAP sans fer ni zinc. La con-
centration de fer utilisée dans 1a premiére série (1a méme que dans le
milieu AAP) correspond & une sursaturation (environ deux fois) par
rapport aux oxyhydroxydes de fer si on prend un produit de solubilite

de 10°37-1,

Apres une incubation de trente minutes et une centrifuga-
tion de dix minutes & 500 x g, ce milieu fut remplacé par un nouveau
milieu sans fer contenant 15.30 uM de zinc et différentes concentra-
tions d'EDTA (voir tableau 2.5). Les concentrations [ZnZ*] , [In] et

[Zn], furent déterminges comme décrit & 1a section 2.3.1. [Fe], fut

b
aussi mesureé. La concentration de fer a &té mesurée par spectrométrie
d'absorption atomique sans flamme en utilisant une courbe de calibra-

tion. L'expérience a été menée en triplicata.

2.3.7 Expérience 6

Cette expérience visait & deéterminer si des concentrations de fer

ou de phosphates plus &levees que celles utilisées dans le milieu AAP




Tableau 2.5:

Concentrations d'EDTA et de zinc 1ibre utilisées dans

1'expérience 5.
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Concentration initiale

Solution Concentration d'EDTA (uM) de zinc libre

(uM)
1 15.10 0.38
2 14.39 0.92
3 13.31 1.99
4 10.71 4.59
5 8.41 6.88
6 5.81 9.48
7 3.37 11.93
8 0.77 14.53
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avaient une influence sur 1'adsorption et 1e flux du zinc. Une cul ture
en phase stationnaire (1.76 x 108 cell. mi~l) a été séparee en trois
pour former trois nouvelles cultures. Du phosphore (10-* M de phospha-
tes aprés addition) a &té ajoutd a la premiére culture, du fer (10-°M
aprés addition) a la seconde alors que la derniére servait de témoin;
dans chacune, les concentrations de zinc et d'EDTA étaient respective-
ment de 3.06 et 1.53 uM. Les algues furent par la suite cultivées dans
les mémes conditions de température, de pH et d'illumination que celles
décrites a la section 2.1. Le lendemain (jour 1) et le surlendemain
(jour 2), quatre aliquotes ont @té préleveées dans chacune des trois

cultures pour déterminer [Zn2*],, [Zn], et [1In] ..

2.3.8 Résumé des conditions expérimentales

Un résumé des conditions expérimentales est présenté au tableau

2.6.

2.3.9 Deénombrement des cellules et poids secs

Le nombre de cellules était denombré avec un compteur de particu-
1es (Coul ter Counter; modele TA). Les poids secs des cellules étaient
déterminés avec une balance électronique (Mettler; modéle ME30), aprés
filtration d'un volume connu de cul ture sur des filtres Nuclepore (1.0
uM, 25 mm de diamétre) pré-pesés, et séhage & 75°C jusqu'd un poids

constant.




Tableau 2.6:

Résumé des conditions expérimentales pour les six expériences.

Milieu Température
Milieu de d'incubation d'incubation [Zn] | Incubation
[ EDTA] T
Expérience culture du zinc du zinc [uM (uM) |préalable |Analyses| Remarque
1 AAP sans In AAP sans Fe ambiante 1.53-35.,20] 1) 3.06 - In 2 souches
ii) 38.24 1) avec In
ii)carencée
en In
2 AAP sans In AAP sans Fe 5, 10, 15, i) 7.65 15.30 - In -
20, 25°C 1) 12.24
3 AAP sans Zn | MgCl, + NaCl ambiante - 4.35 | MgCl, + | Zn, Mg |[Mg2*] =
(milieu aqueux) NaC1l 0.~ 337 uM
[Na*]= 0
- 1.01 mM
4 AAP sans Zn | AAP sans Fe ambiante 3.37-14.39| 15.30 PCMBS In [PCMBS] =
10 M
5 AAP sans Zn | AAP sans Fe ambiante 0.77-15.10 15.30 |1)AAP sans| Zn, Fe |culture en
et sans Fe In et avec phase sta-
Fe tionnaire
11) AAP
sans In et
sans Fe
6 AAP sans In AAP sans Fe ambiante 1.53 3.06 - In 3 cul tures:
i) avec P
-11) avec Fe
1i1) témoin

8¢
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3. RESULTATS

La figure 3.1 montre les courbes de croissance de Chlamydomonas

variabilis dans le milieu AAP sans zinc pour les expériences 1 a 4.
Les courbes sont reproductibles et présentent des pentes semblables.
Rappelons que pour ces expériences, les cellules ont été prélevées au
jour 3 de 1a courbe de croissance (en fin de croissance exponentielle),
alors que celles pour les expériences 5 et 6, dont les courbes ne sont
pas représentéees, ont été prelevees lorsqu'elles se trouvaient en phase
stationnaire. Il est important de souligner ce point étant donné que
Bates et al. (1983a) ont démontré que 1'dge de la culture influence

fortement 1'adsorption et le transport du zinc.

Les résultats des six expériences sont présentés dans les sections

3.1 @ 3.6. Des informations supplémentaires sont données en annexe.

3.1 Expérience 1

La figure 3.2 montre les relations qui existent entre les concen-
trations de zinc adsorbé et intracellulaire (exprimées en umole par
gramme de cellules) et la concentration calculée de zinc 1ibre demeu-
rant en solution aprés 1'incubation de dix minutes. La concentration
de zinc adsorbé est reliée de fagon hyperbolique a 1a concentration de
zinc 1ibre en solution. Bates et al. (1982) ont précédemment observé

le méme phénoméne avec Scenedesmus subspicatus et Chlamydomonas

variabilis mises en présence de zinc. L'adsorption est plus forte pour
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les cellules provenant de souches cul tivées en présence de zinc (figure
3.2a) que pour les cellules priveées de zinc (figure 3.2b). L'accumula-
tion du zinc intracellulaire est une fonction Tinéaire de la concentra-
tion de zinc 1ibre lorsque les algues proviennent de souches maintenues
dans un milieu contenant du zinc (figure 3.2a); Bates et al. (1982)
avaient obtenu la méme relation dans leurs expériences avec S.
subspicatus et C. variabilis. Par contre, les algues privées de zinc
présentent une discontinuité dans la courbe de [Zn]c vs [Zn2+] (figure

3.2b).

3.2 Expérience 2

L'influence de la température sur les concentrations de zinc ad-
sorbé et intracellulaire, lorsque les concentrations de zinc total et
d'EDTA sont maintenues constantes, est présentée a la figure 3.3; [Zn]a
et [Zn]C augmentent linéairement avec la température pour 1a gamme

utilisée dans cette expérience.

3.3 Expérience 3

L'influence du magnésium sur 1'adsorption et 1'accumulation du
zinc intracellulaire est illustrée a la figure 3.4; cette figure montre
la relation entre, d'une part, les concentrations de magnésiun adsorbé
([Mg]a), intracellulaire ([Mg]c), de zinc adsorbé et intracellulaire,

et, d'autre part, la concentration de magnésium libre en solution
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([Mg2+]b). La concentration de magnésium adsorb@ augmente gra-
duellement avec 1a concentration de magnésium en solution. La concen-
tration de magnésium intracellulaire demeure constante, quelle que soit
1a concentration de magnésium en solution. La concentration de zinc
adsorbé augmente jusqu'3d une concentration d'environ 10 uM en Mg?2+ puis
diminue. La concentration de zinc intracellulaire diminue avec une

augmentation de la concentration de magnésium libre.

3.4 Expérience 4

Certains métaux, lorsqu'ils sont mis en présence de phytoplancton,
peuvent s'attacher aux groupements sulfhydriles des protéines de la
membrane pour former des ponts S-métal-S. La membrane du phytoplancton
est peu perméable au parachloromercuribenzéne sul fonate (Davies, 1978).
D'aprés Davies (1978), ce composé s'attache seulement aux groupements
sulfhydriles exposés et en bloque 1'accés. Ainsi, Anderson et Morel
(1982) empéchérent le transport du fer a travers la membrane de la

diatomée Thalassiosira weissflogii en ajoutant du PCMBS & la culture.

Si le zinc s'attachait aw groupements sulfhydriles de 1a membrane de

C. variabilis, 1'addition préalable de PCMBS aurait pu les rendre inac-

cessibles (surtout si 1a réaction est irréversible) et empécher 1'ad-
sorption du zinc; tel ne fut cependant pas le cas. Ce phénoméne est
illustré a la figure 3.5 qui montre les courbes d'adsorption et de
transport du zinc en présence et en 1'absence de PCMBS. Les point des

dewx courbes d'adsorption ne sont pas significativement difféerents a un
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Effet d'un traitement de Chlamydomonas var‘iabi]i‘s avec

Figure 3.5 :
une solution 10™* M de PCMBS sur Ta concentration de zinc
adsorbé ou intracellulaire pour des incubations de 10
minutes. (O) : [Zn], avec PCMBS; (@):[Zn], sans PCMBS;
(o) : [Zn], avec PCﬂBS; (@) : [Zn]. sans BcMss.
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niveau de probabilité de 5%. I1 en est de méme pour les deux droites
représentant le zinc intracellulaire; contrairement 3 une expérience

précédente (figure 3.2a), elles ne passent pas par 1'origine des axes.

3.5 Expérience 5

Les résultats presentés a la figure 3.6 montrent qu'un traitement
des algues avec des concentrations de fer identiques a celles du milieu
AAP pendant une courte période a peu d'influence sur 1'adsorption et le
transport du zinc. Les points des deux courbes d'adsorption ne sont
pas significativement différents a un niveau de probabilité de 5%. Il
en est de méme pour les deux droites représentant le zinc intracellu-
laire; ces derniéres ne semblent pas passer par 1'origine, comme

c'était le cas a la figure 3.2a.

3.6 Expérience 6

Les effets de 1'addition de fer (10-5 M) ou de phosphore (10-* M)
d des cultures de C. variabilis en phase stationnaire sont montrés au
tableau 3.1. En présence de fer, 1'adsorption et 1'accumulation intra-
cellulaire du zinc sont significativement différents (P < 0.05) du
témoin; 1'adsorption du zinc est augmentée en présence du fer alors
que la quantité de zinc transportée a 1'intérieur de la cellule est
plus faible. L'addition de phosphore ne change pas de fagon signi-
ficative (P < 0.05) 1'adsorption du zinc alors qu'elle augmente 1la

concentration de zinc intracellulaire de fagon significative.
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Figure 3.6 :

Effet d'un traitement de Chlamydomonas variabilis (ini-

tialement privée de fer) avec une solution de fer (0.59
uM) sur la concentration de zinc adsorbé ou intracellu-
laire. (0):[Zn], sans traitement avec Fe; (@) : [Zn],
aprés traitement avec Fe; (0) : [Zn]. sans traitement
avec Fe; (@) : [Zn]C aprées traitemenf avec Fe.
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Effets du fer et du phosphore ajoutés @ des cultures

en phase stationnaire sur 1'adsorption et le transport

du zinc.*

Jour [2n2¥], (umole<1=1) |[Zn]. (umole,g=!) |[Zn]. (wmole,g"1)
Témoin 3.12 + 0.02 0.741 + 0.007 0.118 + 0.011
1 +Fe 3.14 + 0.03 0.830 + 0.042 0.085 + 0.001
+P 3.12 + 0.02 0.760 + 0.029 0.150 + 0.005
Témoin 3.21 + 0.03 0.733 + 0.004 0.133 + 0.005
2 +Fe 3.19 + 0.02 0.906 + 0.004 0.079 = 0.003
+P 3.19 + 0.02 0.741 + 0.004 0.171 = 0.005

Les résultats représentent 1a moyenne de quatre mesures ainsi

type.

que 1'écart-
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4. DISCUSSION

4.1 Zinc extractible avec EDTA

Les résultats de Bates et al. (1982) suggérent que le zinc extrait
de 1a cellule avec 1'EDTA 10-% M correspond au zinc adsorbé. Davies
(1973) avait utilisé de 1'EDTA 3 x 10-3 M et Cossa (1976) de la cystéi-

ne pour extraire les métaux 1iés a la surface cellulaire.
La réaction d'adsorption du zinc sur les sites (S) peut s'écrire:

In2+ + § = Zna (4.1)

La constante d'équilibre d'adsorption (Ke) de 1a réaction est:

_ 0
Ko = TI=7 [Z77) (4.2)

nZna

ou o = ——— représente 1a fraction de sites occupés par le
In S
a
s
zinc et (1-0) = - rar représente 1a fraction de sites 1ibres de
Zna

zinc (nZn est 1e nombre de sites occupés et ng le nombre de sites

a
libres). La fraction de sites occupés par le zinc s'écrit également:

[2n]
C] = —Q—E- (4.3)
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ot Q = concentration maximum de zinc adsorb@ sur la surface de la
cellule. En substituant (4.3) et 1a définition de (1-0) dans (4.2), on

obtient aprés réarrangement:

+
Ke Q [Zn27]

[Zn], = 7% Kg [ZnZ] (4.4)

Cette @quation représente un isotherme de Langmuir; elle peut @&tre

réarrangée et écrite:

[Zn2*] _ [Zm*] 1
‘_ZnJa Q + Ke Q (4-5)

En tragant [Zn2*]/[Zn] vs [In2*], un comportement conforme au modéle
de Langmuir devrait donner une droite dont 1a pente est 1/Q et 1'ordon-

née a 1'origine l/KeQ.

L'adsorption est un phénoméne de surface et i1 est connu que la
surface des cellules varie de fagon appréciable tout au long de 1la
courbe de croissance (Bates_gz_gl;, 1983a). Pour des fins de comparai-
son, i1 devient donc important d'exprimer le zinc adsorbé en termes de
quantité adsorbée par unité de surface de cellule. La surface des
cellules est cependant difficile @ mesurer avec précision. On peut
cependant 1'estimer si on considére les relations suivantes ou 1'algue

est représentée par une sphére de densité unitaire:
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s = 4n r2 (4.6)
V- -g-n 3 (4.7)
P=p V (4.8)

ou s, V, P et r représentent respectivement 1a surface, le volume, le
poids et le rayon de 1'algue, alors que p représente sa densité
(qu'on considére ici comnme 1g/cm3). En combinant les &quations (4.6)

a (4.8) on obtient:

= 4 (:ﬂf) 2r3 (4.9)

qui permet d'exprimer [Zn]a en termes de quantité adsorbée par unité
de surface de cellule. Notons que 1'équation (4.6) donne la surface
d'une sphére lisse et ne peut conduire qu'a une valeur minimum de la

surface de 1a membrane.

4.1.1 Influence de 1a concentration de zinc dissous

Les figures 3.2, 3.5 et 3.6 montrent toutes que [Zn]a croit de
fagon hyperbolique avec [Z"2+]b; exprimer [Zn]a en termes de quantité
de zinc adsorbé par unité de surface de cellule ne changerait rien a
1'allure des courbes. Rappelons que ces courbes sont obtenues pour des
concentrations de zinc total constantes ([Zn]b = cte); elles indiquent
donc, comme 1'ont d&ja montré Bates et al. (1982), que 1'adsorption du

zinc @ la surface de Chlamydomonas variabilis est fonction de 1a con-




43

centration de zinc libre ([Zn2+]b) plutdt que de celle du zinc total
([Zn] ).

Lorsque [Zn2+]b/[Zn]a est tracé en fonction de [Zn?*],, conformé-
ment & 1'@quation (4.5), on obtient des droites, ainsi qu'il a eté
prédit par des isothermes de Langmuir; un exemple est donné & la figure
4.1 pour 1'expérience la. Les valeurs de Ky et Q obtenues par les
droites de régression sont données dans le tableau 4.1 pour les expé-

riences 1, 4 et 5.

Les valeurs de Q et K0 obtenues dans ce travail semblent trés
variables.  Bates et al. (1983a) ont étudié 1'effet de certains fac-
teurs sur ces paramétres. Ainsi, ils ont montré que la valeur de Q
décroissait fortement avec 1'age de la culture, passant de 65 X 10-10
molescm=2 (jour 1) 3 3 X 10-10 moleecm2 (jour 5). Ceci pourrait ex-
pliquer 1a différence entre les valeurs &levées de Q pour 1'expérience
1 (jour 3) et les valeurs plus faibles pour 1'expérience 5 (jour 6);
cependant, les valeurs de 1'expérience 4 sont faibles, comparativement
a celles de 1'expérience 1. Les résultats de Bates et al. (1983a)
suggérent egalement que les valeurs de Ke ne sont pas fonction de 1'age
de la culture, mais qu'elles dépendent de 1la présence

(KO = 0.121 * 0.014 X 10 lemole-1) ou de 1'absence

[}

(Ke 0.061 £ 0,021 X 10 1emole-1) de zinc dans 1e milieu de culture
lors de 1a croissance. Les valeurs de Ke pour 1'expérience 1 sont
semblables & celles obtenues par Bates et al. (1983a) et leur varia-
tion va dans le méme sens; les valeurs &levees pour les expériences. 4

et 5 sont cependant difficiles a expliquer.
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Figure 4.1 : Isotherme d'adsorption de Langmuir pour 1'expérience la.




Tableau 4.1:
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Paramétres de 1'isotherme de Langmuir pour 1'adsorption du

zinc par Chlamydamonas variabilis.

Expérience KO Q Remarque
(106 1.mole~1)|(10-6 mole.g-1)|(10-10 mole.cm~2)
la 0.069 34.1 27.1 jour 3
1b 0.056 21.7 18.7 jour 3, cellu-
les carencées
en zinc
4 0.261 8.6 7.3 jour 3, avec
PCMBS
0.273 8.4 7.1 jour 3, sans
PCMBS
5 0.225 9.6 7.6 jour 6, avec Fe
0.184 10.6 8.4 jour 6, sans Fe
]
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En considérant que C. variabilis est une sphére de 10um de diamé-

tre et que le zinc adsorbé a les mémes dimensions que 1'ion hydraté
(rayon de 6 X 10-8cm), Bates et al. (1982) ont calculé que 3 x 108
atomes de zinc étaient nécessaires pour former une monocouche & la

surface d'une cellule de C. variabilis. Les valeurs de Q (tableau

4.1) et du poids sec moyen des cellules (5.70 x 10-11 gecell-! pour
1'expérience la et 8.66 x 10-11 g.cell-1 pour 1'expérience 1b) per-
mettent de calculer 1a quantité maximale d'atomes pouvant étre adsorbée
par les cellules, c'est-d-dire 1.2 x 10° atomesecell-l pour 1'expé-
rience la et 1.1 x 10° atomesscell=! pour 1'expérience 1b. De la méme
fagon, Bates et al. (1982) avaient calcul@ qu'un maximum de 9 x 108
atomes de zinc pouvaient s'adsorber @ la surface d'une cellule de C.
variabilis. Les cellules peuvent donc adsorber plus de zinc qu'il
n'est nécessaire pour former une monocouche. Ce phénoméne serait di,
selon Bates et al. (1982), au fait que le zinc n'est pas adsorbé seu-
lement @ 1'extérieur de 1a membrane cellulaire mais aussi a 1'intérieur
de la paroi cellulaire qui serait pourvue d'un trés grand nombre de

sites capables de complexer les métaux.

4.1.2 Influence de la température

La constante Ke’ qui gouverne 1'équilibre entre le zinc adsorbé a
1a surface de l1a cellule et le zinc en solution (équation (4.1)), est

reliée 3 la température par 1'é@quation :
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- AH®  AS°
In Ke = o (4.10)
RT R

ol A H® représente 1e changement d'entalphie standard de 1a réaction, T,
la température absolue, AS°, 1e changement d'entropie standard et R, 1a

constante des gaz.

L'8quation (4.4) aprés réarrangement s'écrit:

K = L2l (4.11)
o Q- [DO] [ ¥7] y
En substituant (4.11) dans (4.10), on obtient:
[ ], AH  AS°
Tn — = + (4.12)

(Q-[zn] ) [z®*] RT R

Entre 5 et 25°C., les variations de [Zn2+], sont relativement
faibles (voir tableau A.3 en annexe) de sorte que 1'on peut considérer
que [ Zn2+] est constante. En effet, dans les conditions expérimentales
utilisées pour ce travail, oll 1a concentration des métaux autres que le
zinc est trés faible, 1a presque totalite de 1'EDTA complexe le zinc de

sorte que [D?*Jb x [Zn]b - [EDTA].




48

Le cOté gauche de 1'équation (4.12) a &té calculé pour Q = 7.1 et

27.1 X 10-10 molescm? et tracé ensuite en fonction de 1 a la figure
T

4.2; la pente de chaque droite nous donne accés a AH°. Les diverses
valeurs de AH° ainsi obtenues sont données dans le tableau 4.2. On
note que les valeurs de Q utilisées pour le calcul sont les valeurs
extrémes obtenues au cours des diverses expeériences (voir le tableau
4.1) et qu'on a fait 1'hypothése que ces valeurs ne variaient pas avec
la température. Les valeurs de AH° aident & caractériser le type
d'adsorption en cause lorsque du zinc est mis en contact avec des cel-

lules de Chlamydomonas variabilis.

Les reactions d'adsorption physique sont en général exothermiques
(AH®* = <1 & =13 kcal/mole) (Haque et Coshow, 1971) et 1'adsorption
augmente avec une diminution de température (Weber, 1972).
L'adsorption du zinc par C. variabilis est par contre une rgaction
endothermique et elle augmente avec une augmentation de température.
I1 ne semble donc pas que 1'adsorption physique joue un r0le important

dans ce cas-Ci.

Les reactions d'adsorption ou i1 y a @&change d'ions ont un AH°
d'environ 2 kcal/mole (Burns et Hayes, 1974) et leur constante d'équi-
libre est peu affect@e par l1a température. Les valeurs de AH® obtenues

dans cette expérience se rapprochent de cette valeur et 1'on peut sup-

poser que ce type d'adsorption est important.
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Figure 4.2 :

34 35 36
l/T (1073 °k™!)

Graphique de 1n [Z’L]g en fonction de

(Q - [Zn], ) [2n2*]
1'inverse de la température. (0) : [Zn2%] = 2.8 uM,
Q=7.1 X10"1° moleescm=2; (@) : [Zn2+2 = 2.8 uM,
Q = 27.1 X 10-10 mole.cm=2; (o) : [Zn2¥] = 7.1 uM,
Q=7.1 X 10-10 mole.cm-2; (m) : [Zn?*] = 7.1 uM,
Q = 27.1 X 10-10 mole.cm=2-
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Tableau 4.2: Changements d'enthalpie standard de 1a réaction d'adsorption.

[ 2 Q AH®
(uM) (10-10 mole.cm-2) (kcal/mole)
2.8 7.1 4.92
2.8 27.1 3.72
7.1 7.1 3.59
7.1 27.1 2.43
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Les réactions d'adsorption chimique sont généralement endothermi-
ques et caractérisées par une augmentation de 1'adsorption lorsque 1la
température augmente. Leur constante d'équilibre est plus sensible aux
changements de température et leur AH® plus &levé que pour les proces-
sus d'échange ionique. Ainsi, les AH° pour 1'adsorption du Co2t sur
les oxydes de fer, d'aluminiun et de manganése sont respectivement
14.9, 14.3 et 6.3 kcal/mole (Tewari et al., 1972); pour 1'adsorption de
1'uraniun sur les oxydes de titane, il est de 5.6 kcal/mole (Yamashita
et al., 1980). F.M.M. Morel (communication personnelle) nous a suggéré
que des molécules d'hydroxyde de fer provenant du milieu de culture et
adhérant a 1a surface des cellules pourraient constituer des sites pour
1'adsorption d'autres métaux. I1 ne semble pas que 1'adsorption
chimique du zinc, notamment sur des oxydes de fer, soit importante car
les AH® obtenus sont plus faibles que ceux généralement connus pour ce

type de réaction.

L'adsorption du zinc sur 1a membrane des cellules de C. variabilis

semble donc &tre surtout un phénoméne d'échange ionique. Cependant,
les autres types d'adsorption peuvent aussi étre présents dans une

proportion que cette expérience ne permet pas de préciser.

4.1.3 Influence du magnésium

I1 est connu que des cations comme le magnésium et le calcium
reduisent la toxiciteé des métauw 1lourds & cause de la comp@tition

qu'ils ont avec ces métaux. Ainsi, 1e magnésium devrait comp@titionner
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avec le zinc pour les sites d'adsorption de 1a membrane cellulaire du

phytoplancton.

L'adsorption du magnésium sur les cellules de C. variabilis peut,
comme dans le cas du zinc, @étre représentée par un isotherme de
Langmuir (figure 3.4). Cette courbe a 8té tracée en utilisant les
valeurs de Q et Ke obtenues avec 1a forme lineaire de 1'équation de
Langmuir (4.5). La constante d'équilibre (Ko) est 0.017 1-umole-! et
1a concentration maximum de magnésium adsorbé & la surface d'une cel-
Tute (Q) est de 38.3 umoleeg-1 (35.4 X 10-10 moleecm-2). La décrois-
sance de [Zn]a en fonction de [M92+]b, accompagnée d'une augmentation
de [Mg]a (figure 3.4, pour [Mgz+]b > 10uM), ainsi que 1a valeur de Q
obtenue pour 1'adsorption de Mg, qui est semblable a@ celle mesurée pour
Zn (tableau 4.1; Bates et al., 1983a), suggérent que le magnésium
compétitionne avec le zinc, au moins pour certains sites d'adsorption.
La valeur de la constante KO obtenue pour Mg est cependant plus faible
que celles généralement mesurées pour Zn (Tableau 4.1; Bates et al.,
1983a), ce qui suggére qu'a concentrations égales, la compétition pour
les sites d'adsorption est en faveur du zinc. Ceci pourrait €tre con-
firmé par le fait que la diminution de [Zn]_ (pour [Zn2+]b = 4,35 uM)
ne se fait sentir que pour [Mg2+]b > 10uM (figure 3.4); i1 faut cepen-
dant etre prudent dans 1'interprétation, car i1 est possible que la
surface de 1'algue soit changée aux faibles valeurs de magnésium en

solution (ou aux fortes valeurs de sodium).
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4.1.4 Influence du fer

Anderson et Morel (1982) ont démontré que des oxyhydroxydes de fer

pouvaient se coaguler sur 1'algue marine Thalassiosira weissflogii

Torsque celle-ci était cultivée dans un milieu sursaturé par rapport 3
ces solides. Selon F.M.M. Morel (communication personnelle), des
hydroxydes de fer provenant de milieux de culture sursaturées et coagu-
18s sur les cellules de C. variabilis pourraient étre souvent responsa-
bles de 1'adsorption de métaux; les propriétés d'absorption de ces

solides sont en effet bien connues.

Le milieu AAP est 1égérement sursaturé par rapport a Fe(OH)3(s);
si on considére que le produit de solubilité de 1'hydroxyde amorphe est
de 1037+1 (Whittemore et Langmuir, 1975), on calcule en effet un fac-
teur de sursaturation d'environ 2. Le facteur de sursaturation, Fs’ se
définit:

P
S

ou P est le produit des concentrations des ions (dans ce cas-ci
P = [Fe3+] [OH-]3) et KS est 1a valeur nunérique du produit de solubi-

11 te.

Pour un si faible facteur de sursaturation, la vitesse de forma-
tion de 1a phase solide peut étre infiniment faible (Stumm et Morgqp,

1981). Les résultats de 1'expérience 5 (figure 3.6) suggérent que sur
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une période relativement courte (30 minutes) 1'association d'oxyhy-
droxydes de fer avec C. variabilis est faible ou, du moins, qu'elle ne

change pas les propriétés d'adsorption de la cellule.

D'autres indices suggérent que 1'adsorption du zinc observée au
cours des expériences dans le milieu AAP se fait sur les cellules et
non sur des oxyhydroxydes éventuels. En effet, tout au cours de la
croissance en "batch" de C. variabilis, Bates et al. (1983b) ont déter-
mingé 1a concentration de fer associ@ aux cellules; il1s ont ainsi calcu-
18 une concentration de fer de 1.5 x 10-1% mole « algue-!. Cette
valeur correspond de prés 3 la valeur de 1.3 x 10-16 mole Fe « algue-!
rapportée par Anderson et Morel (1982) comme le quota minimum pour la

croissance de Thalassiosira weissflogii. Ces résultats suggérent que

le fer associé & C. variabilis est nécessaire a son métabolisme et

n'est pas présent sous forme d'oxyhydroxydes @ la surface.

Par ailleurs, une augmentation importante du fer en solution,
comme dans 1'expérience 6 ol une concentration de 10 umole/1 &tait
utilisée au lieu de 0.6 umole/1 dans le milieu AAP, conduit 3 une
augmentation de 1'adsorption du zinc (tableau 3.1). Cette augmentation
appréciable de zinc adsorbe peut étre attribuée a 1a formation d'oxyhy-
droxydes de fer qui sont, soit coagulés sur les cellules, soit simple-
ment retenus par centrifugation en méme temps que les cellules. Une
précipitation relativement rapide d'hydroxyde ferrique n'est pas sur-
prenante puisqu'on calcule ici un facteur de sursaturation d'environ

600.
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4.1.5 Influence du phosphore

La membrane cellulaire des algues contient des groupements phos-
phates capables de lier efficacement les métaux (Crist et al., 1981).
Cependant, le phosphore ajouté aux algues sous forme d'orthophosphates
dissous est consommé par les cellules qui 1e transforment rapidement en
d'autres composés, notamment les polyphosphates. Ceux-ci sont habi-
tuellement entreposeés a 1'intérieur de 1a cellule (Keck et Stich, 1957)
afin d'étre métabolisés par les algues pendant 1a période de croissan-
ce. Le phosphore ne demeurant pas sur la surface cellulaire, cela pour-
rait expliquer pourquoi i1 n'y a pas de difference significative entre
la concentration de zinc adsorbe sur les cellules auxquelles on a ra-
joute du phosphore et les cellules temoins (tableau 3.1). Bates (tra-
vail non publié) avait cependant trouvé une différence faible mais
significative dans 1'adsorption du zinc sur des cellules de C.
variabilis incubées avec du phosphore pendant au moins quatre heures,
comparativement a des cellules témoins; cependant, la différence sem-
blait trop faible pour attribuer un grand r0le au phosphore dans le

phénoméne d'adsorption.

4.2 Zinc non extractible avec EDTA

Le transport du zinc @ 1'intérieur de 1a cellule peut vraisembla-
blement s'effectuer selon differents mécanismes. Ainsi, on peut imagi-

ner que le zinc peut etre capté directement de la solution (diffusion
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passive) ou qu'il peut étre d'abord adsorbé sur la surface de la cel-

lule et ensuite transporté dans la cellule (transport actif).

Si le transport est independant de 1'adsorption, le flux de zinc a

travers la membrane cellulaire (F) peut étre décrit par :

(4.14)

ol kc est une constante de vitesse pour le transport du zinc dans la

cellule. En combinant (4.9) avec (4.14), on obtient :

1/3
d [Zn]C P
F = = = kc [Zn2+]b (4.15)

3
dt 3.3 )

Les équations (4.14) et (4.15) suggérent que le flux devrait varier

1inéairement avec [Zn2+]b-

Si 1'adsorption est une @étape essentielle au transport du zinc

dans 1a cellule, le flux peut étre décrit par:

d [Zn]c p
—atT T

=kl [Zn],  (4.16)

En combinant les équations (4.4), (4.9) et (4.16), on obtient:
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1
o dCzn], ) P -kt G ﬁ5[2n2+3b

C
dt 3.3 G1"° 1+ K [zer]y

(4.17)

ou ké est une constante de vitesse pour le transport du zinc dans la
cellule. L'équation (4.17) suggére que le flux varie de fagon asympto-
tique en fonction de [Zn2+]b, présentant des pentes respectives de 1

(pour K, [Zn2+]b<< 1)) et de 0 (pour Kg [Zn2+]b>>1).

4.2.1 Influence de la concentration de zinc dissous

La figure 4.3 montre que F est fonction de [Zn2+] plutdt que de la
concentration totale de zinc en solution. Cette figure montre égale-
ment que tout le zinc adsorbé ne participe pas au flux. En effet, si
tout le zinc adsorb@ participait au transport, on devrait, étant donné
les valeurs de ﬁa (voir Te tableau 4.1) et 1a gamme de [Zn2+]b, obtenir
des asymptotes pour F en fonction de [Zn2+]b, en accord avec 1'équation
(4.17). Ce n'est évidemment pas le cas. Ceci n'é@limine cependant pas

la participation d'une fraction du zinc adsorbé au flux.

Les expériences la et 1b montrent deux comportements un peu diffée-
rents. Dans le cas de 1lb, on peut imaginer que le flux total, F, peut
étre séparé en deux composantes, F, et F,, ol F; est prépondérant aux
faibles valeurs de [Zn2*], et F, aux fortes valeurs (voir la figure

4.3); dans le cas de 1'expérience la, la composante F1 serait trop

faible pour étre mesurée ici ou inexistante. Dans le cas des expérien-
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ces 4 et 5, on pourrait supposer que F; et F, existent, mais que les

concentrations de [Zn2+]b utilisées étaient trop élevées pour mettre en

évidence F -

La relation entre F, et [Zn2%] pourrait correspondre & un trans-
port par diffusion. D'aprés ce modéle, i1 y aurait donc deux systémes
de transport du zinc qui agiraient simul tanément et, dépendant de cer-
taines conditions (histoire de 1'algue, concentration de zinc dans le
milieu d'incubation, etc.), 1'un pourrait étre préponderant sur

1'autre.

Les valeurs de k_, obtenues i partir de F, en fonction de [Zn2*]
pour les expériences 1, 4 et 5 sont données dans le tableau 4.3. Les
valeurs de 1a constante correspondant & 1a composante F, du flux obte-
nues dans les expériences 1 et 4 sont semblables @ celles obtenues par
Bates et al. (1983a) pour des cellules de C. variabilis cultivées en
1'absence de zinc. La constante diminuait avec 1'age de la culture,
passant de 1.4 x 105 cmes~! (jour 1) & 1.1 x 10-3 cmes-! (jour 6).
Par contre, 1a faible valeur de 1'expérience 5 peut s'expliquer par le
fait que les algues ont été cultivees dans un milieu carencé en fer, ce
qui pourrait affecter 1'état physiologique des algues et affecter le

transport du zinc.



Tableau 4.3 : Constantes de vitesse pour le transport du zinc par
Chlamydomonas variabilis*.

Expérience ke (10-5cmes-1)
la 1.10 £ 0.22
1b 0.88 = (.11
4 | 0.87 £ 0.29
5 0.56 * 0.18

* On ne considére ici que la composante F, du flux.
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4.2.2 Influence de la température

L'@quation générale de variation d'une constante de vitesse (k) en

fonction de 1a température (T) est donnée par 1'équation d'Arrhénius:

-Ea/RT

k = Ae (4.18)

ou Ea est 1'énergie d'activation et A, une constante. En combinant

1'@quation (4.18) avec 1'equation (4.14), on obtient:

F -E_/RT
ke = ——— = Ae & (4.19)
[an’f]b
ou
E
InF - 1n [Zn2+]_=1nA - _2 (4.20)
b RT

Par ailleurs, en admettant 1e modele decrit & la section (4.2.1),

le flux total, F, s'écrit :

F=F +F (4.21)

avec F, dont la forme est celle de 1'équation de Michaelis-Menten :
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k" [Zn2+]
R (4.22)
K + [Zn2+]
ol k"c et K sont des constantes qui peuvent étre fonction de T.
D'aprés la figure 4.3, les valeurs de £Zn2+]b utilisées dans 1'expé-
rience 2 (2.8 et 7.1 X 10-®M; tableau A.3 en annexe) sont suffisamment
élevees pour que la condition K<< [Zn2+]bscit vérifiée; dans ces condi-

tions, 1'@quation (4.22) s'écrit :

F1 = k"¢ (4.23)
En combinant (4.14), (4.21) et (4.23), on obtient :
= k" 2
F=k ¢t kc [Zn +]b (4.24)

L'équation (4.24) montre que F est une constante pour chaque
valeur de [Zn2+]b utilisée; cependant, F correspond a une combinaison
de dew constantes de vitesse. Ce n'est donc que lorsque 1'un des deux
termes de droite de 1'équation (4.24) est negligeable qu'on peut obte-

nir une valeur correcte pour 1'énergie d'activation en tragant In F vs
1
= en conformité avec 1'équation (4.18). La figure 4.4 montre 1a rela-

1 -E
tion 1n F en fonction del?. La pente, supposée &gale a

,NOUSs a

permis de calculer les valeurs suivantes d'énergie d'activation :

6.84 kcal-mole-! pour [Zn2+]b = 2.8 yM

6.20 kcal.mole=! pour [Zn2+]b = 7.1 yM
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Figure 4.4 : Graphique de 1n F en fonction de 1'inverse de la tempéra-

ture. (0) : [Zn2*]y = 2.8uM; (D) : [ZnAZIb = 7.1uM.
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L'effet de 1a temperature sur les reactions est souvent donng par
les biologistes en terme de coefficient de température, désigné par
Qio, qui est 1e facteur par lequel la vitesse est augmentée lorsque la
température augmente de 10°C. On peut le relier a 1'énergie d'activa-

tion en dérivant 1'équation (4.18) :

d In k Ey
— e (4.25)
ou:
10 E
n (AT = 10 0y = 4t (4.26)

Cette equation nous a permis de calculer un Qio de 1.4 pour le

transport du zinc par C. variabilis. Pour les reéactions thermobiolo-

giques, Q;o est environ 2, c'est-3a-dire que la vitesse augmente deux

fois pour chaque augmentation de 10° (Giese, 1968). Anderson et Morel

(1982) déterminérent un Q,o de 2 (E, ~ 12.3 kcal/mole) pour 1a reaction

de fixation du fer par 1a diatomée Thalassiosira weissflogii. Pour les

reactions de diffusion en solution, le Q¢ est inférieur @ 2. Ainsi,
il est de 1.27 (Ea = 4.2 kcal/mole) pour les électrolytes, 1.37 (Ea =
5.6 kcal/mole) pour le sucre et 1.41 (Ea = 6.1 kcal/mole) pour la dex-

trine (Giese, 1968).
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D'aprés Stumm et Morgan (1981), dans les solutions aqueuses,
1'énergie d'activation pour une collision par diffusion est de 3 @ 5
kcal/mole. Les deux valeurs d'énergie d'activation obtenues sont plus
élevées que celles généralement admises pour 1a diffusion des @&lectro-
lytes dans 1'eau. Ceci suggére que le transport a travers la membrane
ne se passe pas (ou pas uniquement) selon un mécanisme de diffusion
1ibre a travers des pores larges et remplis d'eau; au contraire, la
formation et/ou le bris de liaisons pourraient étre impliqués. Par
exemple, lorsqu'un ion hydraté comme Zn2+ pénétre dans une cellule, il
doit probablement briser une ou plusieurs liaisons avec 1'eau d'hydra-
tation pour entrer dans 1a membrane lipidique. Son mouvement a travers
1a membrane présente aussi certaines difficultés (Giese, 1968) qui
contribuent 3 augmenter 1'énergie d'activation. Ces résultats pour-
raient egalement etre expliqués par une contribution importante de F,
et F, au flux total; si F; est di a un transport actif, i1 est alors
probable que des formations et ruptures de liaisons soient impliqueées.
Cette derniére explication trouve un support dans le fait que 1'eénergie
d'activation calculée diminue 1orsque [Zn2+]b augmente, donc lorsque la

contribution relative de F, (diffusion?) augmente.

4.2.3 Influence du magnésium

La concentration de magnésium intracellulaire demeure constante, quelle
que soit 1a concentration de magnésium en solution, ce qui suggére que

le magnésium est peu transporté pendant les dix minutes de 1'incuba-
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tion. . La concentration de zinc intracellulaire diminue abruptement
entre zéro et 10 uM de Mg2* puis graduellement par la suite (figure
3.4). La courbe de [Zn]C Vs [Mgz+]b ne suit pas celle de [Zn]a, du
moins aux faibles valeurs de [Mgz+]b, ce qui suggeére que 1'adsorption
et le transport ne sont pas intimement 1iés. En ce qui concerne la
diminution abrupte de [Zn]c avec [Mgz+]b, elle peut &tre due aux
faibles valeurs de Mg ou aux fortes valeurs de Na; Mg est reconnu pour
diminuer 1a perméabilité des membranes et Na pour 1'augmenter (Meryman,

1972).

4,2.4 Influence du fer

La présence du fer aw concentrations du milieu AAP ne semble pas
modifier 1e flux du zinc vers 1'intérieur de la cellule (figure 3.6).
Par contre, lorsque de fortes concentrations de fer sont utilisées
(expérience 6), la quantité de zinc intracellulaire diminue apprécia-
biement (tableau 3.1). I1 est possible que les oxydes de fer formés
dans ce milieu sursature, et coagulés sur la cellule (voir l1a section
4,1.4) empéchent une partie du zinc de pénétrer a 1'intérieur de 1la

cellule, par exemple en bloquant les pores par ol passe le zinc.

4.2.5 Influence du phosphore

Les cellules en phase stationnaire auxquelles on a rajouté du
phosphore ont une quantité de zinc intracellulaire beaucoup plus &leveée

que les cellules témoins (tableau 3.1). I1 est bien connu que tes




67

phosphates ajoutés a des cellules carencées en P sont pris trés rapide-
ment par les algues et transformés en poplyphosphates (Lean et
Nalewajko, 1976; Bates et al., 1983b). Ces polyphosphates seraient
logés a 1'intérieur de 1a cellule et pourraient offrir des sites sup-
plémentaires pour 1a fixation du zinc et accélérer ainsi sa pénétration
a 1'interieur de 1a cellule. Ce phenoméne ne semble pas causé par un
changement dans la division cellulaire car 1e nombre d'algues est sem-
blable dans 1a culture témoin et dans celle ou le phosphore a &té ajou-

té, et cela 3 chacun des deux jours de 1'expérience (voir tableau A.7

en annexe).
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5. CONCLUSION

Les expériences effectuees dans cette etude sur des cultures

“batch" de Chlamydomonas variabilis nous ont permis de faire ressortir

certaines caractéristiques de 1'adsorption et du transport du zinc par

cette algue.

L'adsorption du zinc est fonction de la concentration de zinc
jonique libre demeurant dans le milieu et peut etre déecrite par des
isothermes de Langmuir. Elle est caractérisée par une constante
d'équilibre Ke qui varie selon les conditions expérimentales utilisées.
Entre 5 et 25°C, 1'adsorption augmente avec une augmentation de tempé-
rature. C'est une réaction endothermique ou des processus d'échange
ionique semblent prédominer sur 1'adsorption physique et chimique du
zinc. D'autre part, le fer, qui peut possiblement se coaguler sur les
algues, ne semble pas étre responsable de 1'adsorption du zinc, du
moins dans les conditions normales du milieu de culture. Quant au
phosphore, i1 ne semble jouer aucun role dans 1'adsorption du zinc car
il se logerait essentiellement a 1'intérieur de 1a cellule. De plus,
des cations comme le magnésium compétitionnent avec le zinc pour les

sites d'adsorption.

Le transport du zinc & 1'intérieur de 1a cellule peut s'effectuer
selon deux mécanismes dont 1'un est préeponderant aux faibles valeurs de

zinc ionique 1ibre et 1'autre aw fortes valeurs. Cette seconde compo-
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sante du flux est une fonction lineaire de la concentration de zinc
ionique 1ibre demeurant en solution, ce qui implique que le zinc est
transporte dans la cellule directement de 1a solution, par diffusion.
Par contre, les valeurs de 1'énergie d'activation obtenues en mesurant
le flux de zinc a différentes températures suggérent que le transport
ne se produit pas seulement par un mécanisme de diffusion libre et
pourrait impliquer 1a contribution d'un transport actif. D'autre part,
le fer présent dans le milieu de culture ne semble jouer aucun role
dans le transport du zinc alors que le phosphore semble offrir des
sites de fixation du zinc 3@ 1'intérieur de 1a cellule. Quant au magné-

siun, sa présence diminue la quantité de zinc transporté dans la

cellule.
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ANNEXE




Tableau A.1 : DONNEES DE L'EXPERIENCE 1la

A.2

Solution | [Znl, | [EDTA] | [Zn2*]y [Znl, | [Zn] (zn]. | [Zn] Bilan
(umo?e (umoﬁe
(uM) (uM) (uM) (uM) e g7l) | (uM) . gl (uM)
1 4.51 3.43 1.10 0.0615 3.58 0.0017/ 0.101 4.57
2 4.56 3.15 1.42 0.0484 2.81 0.0022| 0.126 4.61
3 4.80 3.05 1.76 0.0488 2.84 0.0020( 0.115 4.85
4 4,47 3.00 1.48 0.0579 3.36 0.0029| 0.167 4.53
5 4.48 2.79 1.70 0.0684 3.98 0.0028| 0.160 4,55
6 4.43 2.31 2.13 0.0857 4.99 0.0038, 0.222 4,52
7 4.70 1.53 3.17 0.0846 4.92 0.0047| 0.271 4.79
8 39.44 | 35.2 4.29 0.1598 9.29 0.0055| 0.322 39.66
9 40.32 | 30.6 9.73 0.2264| 13.16 0.0101| 0.585 40.55
10 40.63 | 22.9 17.74 0.2851| 16.59 0.0217| 1.263 40.94
11 40.49 | 15.3 25.19 0.4119| 23.95 0.0296 1.720 40.93
12 38.35 | 76.4 30.71 | 0.3952| 22.98 0.0409, 2.378 38.79
Nombre de cellules : 3.06 X 105 cell.ml-l
Poids des cellules : 5.69 X 10 -!1 g.cell-!




Tableau A.2

: DONNEES DE L'EXPERIENCE 1b

A.3

Solution | [Zn]y | [EDTA] [Zn2+]b [Zn]a [Zn] [Zn]c [Zn] Bilan
(umoie (umoﬁe

(uM) (uM) (uM) (uM) « g-l) | (uM) + gl (uM)

1 3.88 3.43 0.53 |0.0333 0.657 | 0.0247| 0.696 3.92

2 3.87 3.15 0.81 |0.0311 0.875 | 0.0343| 0.967 3.94

3 3.88 3.00 0.98 |0.0386 1.086 | 0.0415 1.170 3.96

4 3.90 2.89 1.11 |0.0390 1.100 | 0.0455| 1.283 3.98

5 3.87 2.71 1.29 |0.0638 1.798 | 0.0517 1.455 3.99

6 3.73 2.31 1.64 |0.1672 4.710 | 0.0433| 1.219 3.94

7 3.79 1.53 2.40 [0.0914 2.574 | 0.0504| 1.419 3.93

8 38.91 35.2 3.98 |0.1619 4.561 | 0.0539( 1.517 39.13

9 38.93 30.6 8.64 |0.2323 6.544 | 0.0597 1.682 39.22

10 39.44 22.9 16.97 |0.3313 9.331 | 0.0832| 2.342 39.86

11 38.79 15.3 24.07 |0.4611 12.989 | 0.0999| 2.813 39.36

12 38.59 76.4 31.56 [0.5017 14.134 | 0.1109| 3.125 39.20

Nombre de cellules : 5.51 X 105 cell.mi-!

Poids des cellules : 7.22 X 10 -11 gecell-!




A.4

Tableau A.3 : DONNEES DE L'EXPERIENCE 2

Solution | Température | [Zn]y | [EDTA] [Zn2+]b [Zn]a [Zn] [Zn]C [Zn] 8ilan
(umo?e (umo?e

(°c) (uM) (uM) (uM) (uM) « g71) | (uM) « gl (uM)
1 5 15.01 12.24 2.80 0.1440| 2.496 0.0198| 0.342 15.17
2 10 15.06 12.24 2.85 0.1277| 2.213 0.0219( 0.379 15.21
3 15 15.07 12.24 2.86 0.1460| 2.530 0.0307| 0.532 15.25
4 20 14.98 12.24 2.77 0.1606f 2.783 0.0398| 0.689 15.18
5 25 15.12 12.24 2.91 0.1741| 3.036 0.0416/ 0.721 15.33
6 5 14.77 7.65 7.13 0.1952| 2.859 0.0282( 0.413 14.99
7 10 14.76 7.65 7.12 0.2193| 3.211 0.0354| 0.518 15.02
8 15 14.63 7.65 6.99 0.2242] 3.283 0.0410( 0.600 14.90
9 20 14.70 7.65 7.06 0.2292 3.356 0.0487| 0.713 14,98
10 25 14.71 7.65 7.07 0.2624| 3.841 0.0612| 0.896 15.04

Nombre de cellules : 9.51 X 105 celleml-!
Poids des cellules : 6.07 X 10 -11 ge.cell-! (solutions 1 & 5)
7.19 X 10 -11 gecell-! (solutions 6 & 10)




Tableau A.4 : DONNEES DE L'EXPERIENCE 3

A.5

Solution |[Zn2*]y( [Zn], | [Znl. | Bilan | [Mg2*]y | [Mg], | [Mg] Bilan
de Zn (umole (umo?e de Mg
(uM) (uM) (uM) (uM) (uM) . g-! . g-! (uM)
1 4.08 1.604 2.209 4.21 0.24 2.68 22.32 1.08
2 4.18 3.668 1.076 4.34 4.95 4.76 21.43 5.83
3 4,31 3.988 0.772 4.47 9.86 5.95 22.92 10.83
4 4.44 2.573 0.595 4.55 48.73 13.10 [23.81 49.97
5 4,22 2.060 0.468 4.33 93.95 16.12 |20.79 95.53
6 4.26 1.446 0.342 4.33 354.33 34.81 |21.96 356.76
Nombre de cellules : 4.24 X 105 cell.ml-!
Poids des cellules : 9.02 X 10 =11 g.cell-!




Tableau A.5 :

DONNEES DE L'EXPERIENCE 4

A.6

Solution | [Znl, | [EDTA] [Zn2+]b [Zn]a [Zn] [Zn]C [Zn] Bilan
(umo?e (umOSe
(uM) (uM) (uM) (uM) « g7l) | (uM) . gl (uM)

1 14.93 14.39 0.65 0.0895 1.979 0.0131| 0.290 15.04

2 15.00 13.31 1.73 0.1122| 2.482 0.0197| 0.437 15.13

3 14.94 10.71 4.24 0.2008| 4.441 0.0233| 0.515 15.16

4 14.84 8.41 6.44 0.2071/ 4.581 0.0288| 0.636 15.07

5 14.56 5.81 8.76 0.2442| 5.404 0.0296| 0.655 14.87

6 14.43 3.37 11.06 0.3409| 7.543 0.0432( 0.955 14.82

7 14,96 | 14.39 0.67 | 0.0845 1.872 0.0157| 0.347 15.06

8 ' 14.99 13.31 1.72 0.1237| 2.736 0.0236| 0.523 15.13

9 14.95 10.71 4.25 0.1933| 4.277 0.0252| 0.557 15.17

10 14,58 8.41 6.18 0.1844| 4.080 0.0298| 0.659 14.79

11 14.59 5.81 8.79 0.2811| 6.218 0.0352| 0.778 14.91

12 . 14.58 3.37 | 11.21 0.3076| 6.805 0.0463| 1.024 14.93
Solutions 1 @ 6 : Avec addition de PCMBS
Sotlutions 7 3 12 : Sans addition de PCMBS

Nombre de cellules
Poids des cellules

: 6.68 X 105 celleml-l
: 6.83 X 10-11 gecell-!




Tableau A.6

: DONNEES DE L'EXPERIENCE &

A.7

Solution [Zn]b [EDTA] [Zn2+]b [Zn]a [Zn] [Zn]C [Zn] Bilan
(umo7e (umo?e
(uM) (uM) (uM) (uM) « g 1) | (uM) . gt (uM)
1 15.09 15.10 0.26 0.0850 1.229 | 0.0473| 0.684 15.23
2 15.04 14.39 0.75 | 0.1198 1.731 | 0.0470, 0.678 15.21
3 15.01 13.31 1.74 | 0.1598 2.309 | 0.0569| 0.823 15.22
4 14.73 10.71 4.04 | 0.2509 3.623 | 0.0565| 0.817 15.03
5 14.54 8.41 6.14 | 0.3154 4.557 | 0.0708 1.024 14.93
6 14.42 5.81 8.62 | 0.4202 6.072 | 0.0726| 1.049 14.91
7 14.57 3.37 11.20 | 0.5306 7.667 | 0.0767 1.108 15.18
8 14.06 0.77 13.29 | 0.5200 7.514 | 0.0850| 1.228 14.67
9 15.30 15.10 0.48 | 0.0873 1.262 | 0.0505| 0.729 15.43
10 15.13 14.39 0.83 | 0.1107 1.600 | 0.0499, 0.721 15.29
11 15.02 13.31 1.75 | 0.1559 2.253 | 0.0531) 0.767 15.23
12 14.82 10.71 4.13 | 0.2914 4.212 | 0.0624| 0.902 15.17
13 14.21 8.41 5.81 0.3631 5.247 | 0.0718 1.038 14.65
14 14.62 5.81 8.82 | 0.3829 5.534 | 0.0670| 0.969 15.07
15 14.36 3.37 10.99 | 0.5064 7.319 | 0.0781 1.128 14,95
16 14.02 0.77 13.25 | 0.5751 8.311 | 0.0869| 1.256 14.68
Solutions 1 @ 8 : Avec addition de Fe
Solutions 9 @ 12 : Sans addition de Fe

Nombre de cellules :

Poids des cellules

1.23 X 106 cellem1-!

: 5.63 X 10-11 g « cell-!




A.8

Tableau A.7 : DONNEES DE L'EXPERIENCE 6

Jouri Culture | Nombre de cellules | Poids des cellules
(108 celleml-1) (10-1! gecell-l

0 1.76 11.76

Témoin 2.03 9.66
1 + Fe 1.59 13.33
+P 1.91 10.63
Témoin 2.27 8.77
2 + Fe 1.74 12.24

+ P 2.31 8.87




