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nÉsurvrÉ
Pour un bassin versant situé sur le Bouclier canadien et soumis à des précipitations acides, on

note souvent une mobilisation des métaux du milieu terrestre vers le milieu aquatique (Mn, Zn et
surtout A1). Cette mise en circulation est généralement de nature épisodique, suite à des
événements hydrologiques particuliers (ex. : fonte de la neige, crue automnale). Au Québec, le
phénomène est le même, puisqu'on note une augmentation des concentrations en aluminium
dissous au printemps dans I'eau des rivières à saumons. D'après des mesures expérimentales
réalisées en laboratoire ainsi que des calculs thermodynamiques, les formes prédominantes de
I'aluminium dans les cours d'eau pendant cette période critique sont les fluoro-complexes
d'aluminium (AlF2* et AlFr*). Il importe alors de déterminer la toxicité de ces complexes pour les
organismes aquatiques.

Selon le modèle de l'ion libre, approche couramment employée pour prédire la toxicité des
métaux dissous, les fluoro-complexes d'aluminium ne dewaient pas s'avérer toxiques. Cependant,
des recherches réalisées à l'INRS-Eau sur le saumon atlantique (uvénile) ont démontré que ces
complexes pouvaient contribuer à la réponse toxique de l'aluminium. L'objectif du présent projet
était donc de vérifier si cette conclusion s'applique à d'autres cibles aquatiques, en l'occurrence le
phytoplancton d'eau douce. Pour évaluer la toxicité des complexes Al-Fn, on a suivi leur effet sur
la croissance de l'algue verte Chlorella pyrenoidosa. Ces expériences ont été réalisées en milieux
synthétiques définis (variables = [Alr] et [Fr]), en contrôlant le pH à 5.5 et la spéciation du métal
dans le milieu d'exposition. De plus, la cinétique de bioaccumulation de I'aluminium en présence
de fluorures a été suivie pendant des périodes de temps variables (i.e., 0, 25, 50 et 90 minutes),
dans des conditions où les concentrations en aluminium et en fluorures variaient (0 à 1.6 pM pour
1'Al et 0 à 5 pM pour les F).

Les résultats obtenus ont confirmé que l'aluminium était très toxique pour l'algue verte
Chlorella pyrenoidosa. En aj^outant conjointement de I'aluminium et des fluorures pour que la
concentration de I'ion libre Al'- reste constante dans tous les traitements, les résultats ont montré
que les fluoro-complexes d'aluminium pouvaient avoir un effet toxique (i.e., diminution de
croissance) sx Chlorellaaux plus fortes concentrations appliquées (1.6 pM d'Al et 5 pM de F),
mais pas aux concentrations intermédiaires. Ces résultats représentent une exception au modèle de
l'ion libre. Dans des conditions donnant lieu à une toxicité accrue de l'aluminium (i.e., présence de
fortes concentrations en aluminium et en fluorure), les résultats de prise en charge ne montrent pas
davantage d'accumulation de I'aluminium. Cependant, le dosage même de I'aluminium bio-
accumulé s'est avéré difficile, avec une variabilité analytique appréciable; de faibles augmentations
dans la prise en charge de I'aluminium en présence des fluorures auraient été difficiles à détecter.

Les résultats de cette étude montrent donc que les fluoro-complexes d'aluminium peuvent être
toxiques sur l'algue, mais seulement à la concentration la plus élevée en aluminium (1.6 pM) et en
fluorures (5 pM). Il semble y avoir un seuil d'effet de toxicité pour les fluoro-complexes
d'aluminium, c'est-à-dire qu'en dessous d'une certaine concentration en Al et en F complexés, il
n'y a pas de toxicité mesurable autre que celle de l'ion libre. Ces résultats contredisent le modèle
de l'ion libre, mais on ne peut pas conclure sur les mécanismes de toxicité de ces complexes, que
ce soit via des réactions de complexation à la surface des algues ou plutôt via la prise en charge
intracellulaire simultanée de I'aluminium et du fluorure.

Gérald Côté (Etudiant) P.G.C. Campbell (Directeur de Recherche)





TABLE DES MATIÈRES

REMERCIEMENTS......

RESUME....

TABLE DES MATIERES

LISTE DES TABLEAUX

LISTE DES FrGURES........................

LISTE DES ABBREVIATIONS.

CHAPITRE 1: INTODUCTION........... ................ I

l . l . l  Prëcipitations acides : lessivage d'aluminium dans les cours d'eau.. ........................... 1

L I .2 Alumineries : rejet d'aluminium et de fluorures .................. I

1 .2 SpÉcnrroN DE L 'ALUMINIUM.. . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .2

1.2.1 Spéciation de l 'aluminium enfonction du pH.... ..................2

1.2.2 Complexes impl iquant  I 'a luminium . . . . . . . . . . . . . . . . . . : . .  . . . . . . . . . . . . . . . .  3

I .2.3 Affinité de l 'aluminium pour le fluorure à pH 5.5 ............... 4

1.3 INTERACTToNs tvrÉreux-ALGUES (MooÈr-s DE L'IoN LIBRE) ............................5

1.4 ASPECTS Toxrcoloc leuEs. . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .7

1.4.1 Toxic i té  de I 'a luminium seu1. . . . . . . . . . .  . ' . . . . . . . . . . ' . . .7

L4.2 Toxic i té  du f luowe seul . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . .8

1.4.3 Toxicité desJluoro-complexes d'aluminium .... ' ...................9
1.4.3.1 Revue de la l ittérature: pas de consensus .... ' ................9
1.4.3.2 Cas des saumons Atlantique juvéniles........... ............ l0

1.5 OerEcTIFs Er svporsÈsps À rssreR .................... I I

CHAPITRE 2: MATÉRIEL ET MÉTHOD8S................... .............13

2.1 OnceNrs

2.1 .1 Caractéristiques génërales ...... 1 3

2.1.2 Choix de cet te a1gue. . . . . . . . . . . .  . . . . . . . ' . . . . ' . . . . . . . . . . ' . .  1- l

2.2 PRoDUrrs. RÉectms ET EAU ULTRA-puRE. ........... 14

2.3 Mrr- rsu oE cULTURE urnnÉ.. . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .14

2.3.1 Composition chimique du milieu.. ................. 14

2.4 CALCULS ruÉorques . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .16

2.4.1 Modèle MINEQL +. . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  16

2.4.2 Milieux d'exposition.. ...............17

2.5 BIoDISpoNretrnÉ DE L '4LUMINIUM.. . . . . . . . . . , . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .18

ilI

vl1



2.6 PARTTE A : ToxrcnÉ DES FLUoRo-coMpLEXES D'ALUMINIUM ...................... 19

2.6. I Culture des algues .... ............... I 9

2.6.2 Fi l t ra t ion des a1gues. . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  20

2.6.3 Préparation des milieux d'exposition. .......... 20

2.6.4 Exposition des algues et mesure journalière de la biomasse .................. .................... 20

2.6.5Dosagedel 'A l .oro,o,o1 et l 'A l .onoo,roniqu"à| ' ICP-AE' ,S. . . . . . . . . . . . . . . .  ' . . . . . . . . ' . .21

2.6.6 Rësine échangeuse d ' ions. . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . .  21

2.7 PARTIE B : Prusn, EN CHARGE DE L'ALUMINIUM EN pnÉSBNOB DE FLUORURES ........,..,....., ,,.....,.,...,........24

2.7.1 Cul ture des a lgues. . . .  . . . . . . . . . . . . . . .24

2.7.2 Centr i fugat ion des a1gues. . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . .  24

2.7.3 Préparation des milieux d'exposition. .......... 25

2.7.4 Exposi t ion des a\gues. . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  25

2.7,5 Récol te et  t rq i tement  à I 'EDTA . . . . . . . . . , . . . . . . . ' . .  25

2.7.6 Digestion des algues à l 'acide nitrique (HNO3 70%ù............. ................ 25

2.7.7 Dosage de I 'Al6so1 et de I 'A1,"11u1oi," à I ' ICP-AES ......... ' . ' . . ' .  26

2.8 ANALvsES srATrsrreuls  . . . . . . . . . . . . . , . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .26

CHAPITRE 3: RESULTATS ............ . . . .27

3.1 CouRBES DE cRorssANCE oBTENUES AvEC CHLIRELL/I pYRENoIDosA ...........27

3.2 PARTTE A : ToxcrrÉ DES FLUoRo-coMpLExES D'ALUMINIUM ...................... 30

3.2.1 Expér iences avec a luminium seu1. . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  30

3.2.2 Expériences avec aluminium etfluorures... ....................... 31

3.2.3 Conditions expërimentales durant I 'exposition (our 0 et jour 4) ................. ...... ' ....... 33

3.3 PARTIE B : PruSn, EN CHARGE DE L'ALUMINIUU EN PNÉSENCE DE FLUORURES ,.,...,....... .,.,.. 36

3.3.1 Expér iences avec a luminium seu1. . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  36

3.3.2 Expëriences avec aluminium etfluorures... ' .... ' . ' . ' . ...... ' ..... 38

CHAPITRE 4: DISCUSSION............. ...................... 43

4.1 Aspecrs r raÉruooot-ocreuEs. . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  43

4.2 CoMpARArsoN DES RÉsulrars AVEC LA lrrrÉnerune ............44

4.2.I Partie A : Toxicité des fluoro-complexes d'aluminium .......................... 44
4.2.1 .1 Expériences avec aluminium seul........ ...........".......... 45
4.2.1.2 Expériences avec aluminium et f luorures................. ...................... 49

4.2.2 Conditions expérimentales durant I 'exposition.. ............... 50

4.2.3 Partie B : Prise en charge de I 'aluminium en présence defluorures .......................... J3
4.2.3.1 Expériences avec aluminium seul........ ...................... 53
4.2.3.2 Expériences avec aluminium et f luorures................. ...................... 55

4.3 Appr-rcABu-rrÉ ou NoN ou uooÈrB DE L'roN r-renr (lrceNDS rNoRcANIeuES ET oRGANIQUES uoNo). 57

5. CONCLUSIONS........ ,.................. 59

6. PERSCEPTIVES D'AVENIR. .......61

vl1t



S.ANNEXES

8.1 STMULATTONS MINEQL+ . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .69

8.2 Teux DE CRoISSANCE MOYEN .....,,..10

8.3 CoNcENTRATToN D'ALUMTNTUM DANS LES rÉuorNs .................70

1X





LISTE DES TABLEAUX

Tableau 2.1

Tableau2.2

Tableau 3.1

Tableau 3.2

Tableau 3.3

Tableau 3.4

Tableau 3.5

Tableau 3.6

Tableau 4.1

Tableau4.2

Tableau 8.1

Tableau 8.2

Tableau 8.3

Tableau 8.4

Composition du milieu de culttue AAP (Algal Assay Procedure) modifié par Chiaudani
et  Vighi  (1978).  . . . . . . . . . . . . . . . .16

Conditions expérimentales utilisées lors des différentes expériences. .................18

Numéro d'expérience pour chacune des figures du projet....... ........29

Résultats du dosage de l'aluminium total, organique et inorganique au début et à la tn
des expériences de la partie A : Toxicité de I'aluminium avec et sans fluorures. ....................33

Tableau récapitulatif des statistiques de la figure 3.7 pour les jorus 2, 3 et 4. Les
différences signihcatives entre deux points (P< 0,05) sont représentées par *, celles non-
s igni f icat ives par  X. . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .35

Tableau récapitulatif des statistiques de la figure 3.9 pour les concentrations 0.3, 0.6 et
1.3 pM. Les différences significatives enfre deux points (P< 0,05) sont représentées par
*, celles non-significatives par X. ................ ..............38

Tableau récapitulatif des statistiques de la figure 3.ll pour les concentrations 0.3, 0.6 et
1.6 pM. Les différences significatives entre deux points (P< 0,05) sont représentées par
*, celles non-significatives par X. ................ ..............40

Résultats du dosage de I'aluminium total à la fin des expériences de la partie B : Prise en
charge de I 'aluminium avec et sans fluorures................... ...............41

Spéciation de l'aluminium dans les différentes expériences 3A et 4A sur la toxicité de
I'aluminium avec des fluorures (calculé à partir du logiciel MINEQL+ 4.5)............................52

Évaluation de la toxicité des fluoro-complexes d'aluminium dans différentes études
publ iées. . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .53

Calcul de la spéciation de I'aluminium avec le logiciel MINEQL+ 4.5 pour les conditions
I  du pro jet  (vo i r  tableau 2.2) . . . . . . . . . . , . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .69

Calcul de la spéciation de I'aluminium avec le logiciel MINEQL+ 4.5 pour les conditions
2 du pro jet  (vo i r  tableau 2.2) .  . . . . . . . . . . . , .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .69

Taux de croissance moyen de Chlorella pyrenoidosa dans les témoins des différentes
expériences sur la toxicité de I 'aluminium avec et sans fluorures.......................................,.....70

Concentration d'aluminium intracellulaire dans les témoins des différentes expériences
sur la prise en charge de I'aluminium avec et sans fluorures. .........70

xl





Figure L I

Figure 1.2

Figure 1.3

Figure 1.4

Figure 1.5

Figure 2.1

Figure 2.2

Figure 2.3

Figure 2.4

Figure 2.5

Figure 2.6

Figure 3.1

Figure 3.2

Figure 3.3

LISTE DES FIGURES

Simulation de la spéciation de I'aluminium avec MINEQL+ (Schecher et McAvoy,
2001). La simulation suivante a été réalisée à 15'C en utilisant une concentration totale
en Al de 4 pM, avec une force ionique de I mM et en faisant varier le pH entre 4 et 10.
De plus, la valeur du produit de solubilité (K,") utilisée pour la gibbsite micro-crystalline
est de lO-e 3s.

Complexes impliquant I'aluminium en milieu aquatique. .................3

Simulation de la spéciation de I'aluminium avec MINEQL+ (Schecher et McAvoy, 2001)
en utilisant cinq espèces d'aluminium dissous en plus de la gibbsite, et en faisant varier le
pH enhe 4 et 7 . De plus, la simulation a été réalisée en utilisant une concentration totale
d'Al de 4 pM, une concentration totale de F de I pM ainsi qu'une force ionique de 1 mM
à t5 'c . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .5

Modèle conceptuel de l'interaction métal-algue. Mz* représente I'ion métallique libre et
ML le métal complexé en solution; M-X-cellule représente le complexe métallique à la
surface de la cellule et Kç la constante de formation du complexe ML ; K1 et K2
représentent les deux constantes de formation de M-X-cellule (Campbell, 1995;
Campbell et al., 2002)..

Courbes de mortalité chez le saumon Atlantique juvénile:^Mortalité après 7 jours
d'exposition en fonction de la concentration de I'ion libre (Al'-). Les symboles ouverts
représentent les expériences sans I'ajout de fluorures et les symboles fermés représentent
les expériences avec ajout de fluorures (V/i lkinson et a1., 1990).. .,......................10

Photographie au microscope optique de I'algue verte Chlorella pyrenoidosa dans le
milieu de culture synthétique AAP modihé (grossissement de 1000X) ...............13

Schéma du montage des expériences sur la toxicité des fluoro-complexes d'aluminium. ........19

Schéma du montage de la résine échangeuse de cations sous forme sodique. ..........................22

Schéma analytique pour déterminer la spéciation de I'aluminium (adaptée de Patent

Schéma du montage des expériences sur la prise en charge de I'aluminium avec des
f luorures,  , , . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .24

Courbe de croissance typique de Chlorella pyrenoidosa dans le milieu AAP modifié, aéré
et agité (N : 3). Le pH était ajusté à 5.5 une journée avant le début de la période de
déve1oppement. . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . , . . . . . . . . . . .28

Croissance de l'algue verte Chlorella pyrenoidosa dans le milieu de culture simplifié
AAP-MT-P, aéré et agité. Le pH était ajusté à 5.5 une journée avant le début de
I'expérience. Chaque courbe est un réplicat du même test (N: 3). ............. .......29

Croissancc de Chtorella pyrenoidosa en présence de différentes concentrations d'Al seul.
Le pH était ajusté à 5.5 une journée avant le début de I'expérience. Pour chacun des
traitements, les algues ont été récoltées par centrifugation lors de leur phase exponentielle
de croissance. Pour une même joumée, tous les points sont significativement différents
entre chaque concentration (P < 0,0001). ...................30

23

x11l



Figure 3.4

Figure 3.5

Figure 3.6

Figure 3.7

Figure 3.8

Figure 3.9

Figure 3.10:

Figure 4.1 :

Figure 4.2 :

Figure 4.3 :

Croissance de Chlorella pyrenoidosa en présence de différentes conccntrations d'Al seul.
Le pH était ajusté à 5.5 une joumée avant le début de I'expérience. Pour chacun des
traitements, les algues ont été récoltées par hltration lors de leur phase exponentielle de

croissance. Au jour 4, tous les points sont significativement différents (P < 0,007)................31

Croissance de Chlorella pyrenoidosa en présence de différentes concentrations
d'aluminium et de fluorures. Le pH était ajusté^ à 5.5 une journée avant le début de
I'expérience. La concentration de l'ion libre, Al'*, était maintenue constante (3 1 nM).
Pour chacun des traitements, les algues ont été récoltées par filtration lors de leur phase
exponentielle de croissance. Au jour 4, les lettres attribuées à chaque groupe de points

changent pour des differences significatives (P < 0,05). Les deux graphes correspondent
à deux expériences distinctes. ,..............32

Croissance de Chlorella pyrenoidosq enprésence de différentes concentrations d'Al seul.
Cette expérience a été menée en hiplicata (N : 3). Le pH était ajusté à 5.5 une journée

avant le début de I'expérience. Pour chacun des traitements, les algues ont été récoltées
par filtration lors de leur phase exponentielle de croissance

Prise en charge nette de I'aluminium seul en fonction du temps d'exposition. Le pH était
ajusté à 5.5 une journée avant le début de I'expérience. La concentration de I'ion libre
(A13*) était ajustée à 31 nM et la concentration totale en Al à 0.3 pM. Pour chacun des
traitements, les algues ont été récoltées par centrifugation lors de leur phase exponentielle
de croissance. Cette expérience a été menée en triplicata (N : 3). Les points de
I'aluminium intracellulaire à 50 et 90 minutes (i.e., les carrés) sont significativement
différents (P : 0,032). Tous les autres points ne sont pas signifrcativement différents

entre eux (P > 0,280); le point d'origine n'est pas considéré dans cette comparaison,
puisqu'i l représente le témoin. .......".. ' . '  36

Prise en charge nette de l'aluminium en fonction de differentes concentrations
d'aluminium seul. Cette expérience a été menée en triplicata (N : 3) sur une période de
90 minutes. Le pH était ajusté à 5.5 une journée avant le début de I'expérience. Pour
chacun des traitements, les algues ont été récoltées par centrifugation lors de leur phase
exponentielle de croissance ... ' .............. '37

Prise en charge nette de l'aluminium en fonction de différentes concentrations
d'aluminium et de fluorures. Cette expérience a été menée en triplicata (N : 3) sur une
période de 90 minutes. Le pH était ajusté à^ 5.5 une journée avant le début de
I'expérience. La concentration de I'ion libre, Al'-, était maintenue constante (31 nM).
Pour chacun des traitements, les algues ont été récoltées par centrifugation lors de leur
phase exponentielle de croissance. Tous les points ne sont pas significativement
différents entre eux (P : 1,000), mis à part le point d'origine qui représente le témoin. '.'.'.'.'.39

Prise en charge nette de l'aluminium en fonction de différentes concentrations
d'aluminium et de fluorures. Cette expérience a été menée en triplicata (N : 3) sur une
période de 90 minutes. Le pH était ajusté à- 5.5 une journée avant le début de
I'expérience. La concentration de f ion libre, Al", était maintenue constante (31 nM).
Pour chacun des traitements, les algues ont été récoltées par centrifugation lors de leur
phase exponentielle de croissance.... .............,............40

Aire sous la courbe (A) des témoins de chacune des expériences portant sur la toxicité
des fluoro-complexes d'aluminium sur I'algue verte Chlorella pyrenoidosa à pH 5.5
(inoculum égal à 100000 cellules/ml). La dernière bande correspond à I'aire sous la
courbe obtenue par Parent (1991) sous les mêmes conditions de croissance .......47

Inhibition de la croissance algale à pH 5.5 en fonction de la croissance totale nominale
d'aluminium. L'inhibition est exprimée en pourcentage de croissance par rapport à un
contrôle.

Cinétique de bioaccumulation théorique d'un métal par une algue (adaptée de
Parent ,  1991) . . . . . . . . . .  . . . . . . .54

35

48

xiv



LISTE DES ABBREVIATIONS

AAP

AAP-P-MT

AlF,

ATP

BLM

CEro

CLso

FEP

HDPE

ICP-AES

K

L

MES

MIL

MOD

Mt*

PC

PP

RCOOH

UTCC

X-cellule

Algal Assay Procedure

Milieu de culture AAP sans phosphate ni métaux traces

Fluoro-complexe d' aluminium

Adéno sine Tri-Phosphate

Modèle du Ligand Biotique

Concentration effective où30%o des individus exposés sont affectés

Concentration létale où 50% des individus exposés sont morts

Téflon de type éthylène propylène fluoré

Polyéthylène de haute densité

Spectrométrie d'Émission Atomique - Source Plasma à Couplage Inductif

Constante d'équilibre

Ligand

Acide 2-(N-morpholino)-éthane sulfonique

Modèle de l'Ion libre

Matière organique (naturelle) dissoute

Ion métallique libre en solution

Polycarbonate

Polypropylène

Acides organiques

University of Toronto Culture Collection

Site de complexation à la surface de la cellule





CHAPITRE 1: INTODUCTION

1.1 Problématique

1.1.1 Précipitations acides : lessivage d'aluminium dans les cours d'eau

La physico-chimie des lacs et des rivières situés sur le Bouclier canadien dépend grandement

des conditions présentes au niveau de leur bassin versant. Lorsqu'il y a des précipitations acides,

certains métaux (comme le manganèse,le zinc et surtout I'aluminium) sont mobilisés et lessivés du

milieu terrestre vers le milieu aquatique (Campbell et al., 1983; Campbell et a1., 1984; Driscoll,

1985; NRCC, 1986; Campbell et al., 7992). Cette mise en circulation est généralement de nature

épisodique, suite à des événements hydrologiques particuliers (ex. : fonte de la neige, crue

automnale) (Driscoll et al., 1980;NRCC, 1986; Driscoll et Schecher, 1990). En effet,l'abaissement

du pH augmente la solubilité de l'aluminium, ce qui favorise son entrée dans les cours d'eau. Dans

la majorité des cas, l'acidification des lacs et des rivières résulte d'une augmentation de la

concentration des anions acides (SOo'-, NO3-) accompagnée d'une faible proportion des cations

majeurs (Ca2*, ly'rgz*, Na*, K*) présents dans ces cours d'eau; parfois, il peut y avoir une

augmentation des acides organiques (RCOOH), ce qui favorise une augmentation des ions H* en

solution, et du même coup, une chute du pH (Driscoll et al., 1980; Driscoll, 1985; Driscoll et

Schecher, 1990). Puisque les cours d'eau du Bouclier canadien possèdent un faible pouvoir tampon

(faible alcalinité, jumelée à de faibles concentrations de cations majeurs en solution), ils sont très

vulnérables à une acidification sévère lors d'événements hydrologiques importants (Driscoll et a1.,

1980; Campbell et al., 1992).

1.1,2 Alumineries : rejet d'aluminium et de fluorures

Au Québec, il existe plusieurs usines de production d'aluminium dont I'entreprise Alcan

International limitée qui opère plusieurs installations au Saguenay-Lac-Saint-Jean. Malgré le

traitement de leurs eaux usées, ces usines relarguent des concentrations assez importantes

d'aluminium dans le milieu environnant. Ces concentrations en aluminium varient entre I et 7

mg/L pour l'aluminium total dans les effluents d'usines (Roy et al., 2000). Généralement,

I'aluminium retrouvé dans les eaux résiduaires est accompagné du ligand fluorure, qui lui est utilisé
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en grande quantité lors du procédé d'électrolyse de I'alumine. Dans les effluents de ces

alumineries, on peut retrouver jusqu'à 8 mg/L de fluorure total qui est rejeté dans les cours d'eau

avoisinants.

Outre ces rejets aqueux sous forme d'eaux résiduaires, les alumineries rejettent aussi des

quantités importantes de fluorures sous forme gazeuse dans le milieu environnant (NRCC, 1977;

Jones, 1983; Ouellet, 1983); cependant, les quantités d'aluminium rejetées vers I'atmosphère sont

négligeables comparées à celles rejetées dans les eaux résiduaires (NRCC, 1986)'

1.2 Spéciation de I'aluminium

1.2.1 Spéciation de I'aluminium en fonction du pH

L'aluminium est le métal le plus abondant sur la terre et le troisième élément du tableau

périodique en importance. Lorsque l'aluminium se dissout dans 1'eau en l'absence d'anions

complexant, I'ion métallique (Al3*) s'hydrate en coordonnant six molécules d'eau selon une

orientation d'octaèdre (Driscoll et Schecher, 1988). Cependant, la solubilité de ce métal à

l'équilibre avec sa phase solide Al(OHr) dépend grandement du pH présent en solution (figure 1 . 1).

Figure 1 . 1 : Simulation de la spéciation de I'aluminium avec MINEQL+ (Schecher et McAvoy , 2001) . La

simulation suivante a été réalisée à 15"C en utilisant une concentration totale en Al de 4 pM, avec une force

ionique de I mM et en faisant varier le pH entre 4 et 10. De plus, la valeur du produit de solubilité (K,o)

utilisee pour la gibbsite micro-crystalline est de l0-e'35.
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L'aluminium est relativement insoluble à un pH circumneutre (i.e., entre 6 et 8, la zone de

formation de la gibbsite (AI(OH)3 (s)), mais la solubilité de ce dernier augmente à des pH plus

acide et plus alcalin, lorsqu'il y a présence de ligands complexant (MOD) et à de faibles

températures (NRCC, 1986; Driscoll et Schecher, 1990).

La simulation MINEQL+ ci-haut a été réalisée avec 4 pM d'aluminium total à 15"C. De plus,

des concentrations de 1 mM en Ca, Cl, Na et NO3 ont été utilisées avec un système ouvert à

l'atmosphère (Gensemer et Playle, 1999).

1,2.2 Complexes impliquant l'aluminium

Sous des conditions acides, I'aluminium est relâché dans les eaux interstitielles du sol où il

s'équilibre en de nombreuses espèces chimiques qui dépendent de la présence de ligands pour ce

dernier (figure 1.2). Les espèces mononucléaires d'aluminium qui peuvent ainsi se développer

comprennent Al3*, AIOH2*, Al(OHf2, AlFz*, .LlF2*, AlFr, et beaucoup d'autres incluant des

complexes organiques (notamment avec les acides humiques et fulviques). Toutes ces espèces

mononucléaires sont en équilibre en solution, mais leur formation dépend du pH, de la

concentration des ligands organiques et inorganiques présents en solution, de la force ionique et de

la température de l'eau (Driscoll et Schecher, 1988 ; Driscoll et Schecher, 1990).

AtoH2* Al(oH)2+ AlF2* AIF;
A|(OH)36) A|(OH)4- AISO4* Al(SOa)2
hydroxeco'o'*"'\ 

/mPlexes 

i

\ nrlHroyu,. /

Aquo ion

Al citrate Al acide fulvique
Al acide humique
Al polytucléaire

/ \
complexes organiques

Figure 1.2 : Complexes impliquant I'aluminium en milieu aquatique.
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Les fluoro-complexes d'aluminium peuvent devenir importants dans les eaux douces, surtout à

des valeurs de pH acides (pH 4 - 5.5). On retrouve les formes monofluorées (AlF2*) jusqu'aux

formes hexafluorées (AlFu3') lorsque les concentrations en fluorures augmentent. Dans la plupart

des eaux naturelles, ce sont les formes AlF2* et AlF2* qui sont présentes (Driscoll et Schecher,

I  988).

1.2.3 Affinité de I'aluminium pour le fluorure à pH 5.5

La plupart des lacs du Bouclier canadien ont un pH acide (entre 5.2 et 6; Dupont, 1992), aar ce

sont des plans d'eau ne possédant pas un très grand pouvoir tampon. Lors d'événements

hydrologiques particuliers, comme la fonte printanière ou la crue automnale, ces bassins versants

reçoivent une quantité importante d'ion H*, ce qui provoque une mobilisation de métaux (comme

l'aluminium) vers les cours d'eau (Driscoll et al., 1980). Les dépôts acides ont un effet important

sur le transport et la spéciation de l'aluminium dissous , et par conséquent sur sa toxicité. En effet,

la toxicité de I'aluminium en solution semble êke fortement liée à la spéciation de ce dernier et à la

présence de ligands complexants, tel que le fluorure. Des calculs thermodynamiques indiquent que

les complexes < aluminium-fluorure >> peuvent être très importants en milieu naturel. En effet, des

études sur le terrain dans le nord-est de l'Amérique du nord confirment que les complexes

< aluminium-fluorure >> dominent parfois la spéciation de I'aluminium inorganique, notamment au

printemps et lors de crues automnales importantes (LaZerte et Dillon, 1984; Campbell et al.,1992),

ainsi que dans certains lacs du Québec où le pH peut descendre jusqu'à 5.2 (Dupont,1992).

À partir d'un logiciel de spéciation chimique (MINEQL*; Schecher et McAvoy (2001)), il est

possible de simuler la spéciation de l'aluminium en présence de fluorures en fonction du pH (figure

1.3). Ces simulations nous donnent une idée de base du comportement de l'aluminium en solution

avant de se lancer dans des expériences en laboratoire ou sur le terrain.
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Figure 1.3 : Simulation de la spéciation de I'aluminium avec MINEQL+ (Schecher et McAvoy, 2001) en
utilisant cinq espèces d'aluminium dissous en plus de la gibbsite, et en faisant varier le pH entre 4 et1.De
plus, la simulation a été réalisée en utilisant une concentration totale d'Al de 4 pM, une concentration totale
de F de I pM ainsi qu'une force ionique de I mM à 15'C.

1.3 Interactions métaux-algues (Modèle de I'ion libre)

La présence de métaux toxiques, comme le cadmium, I'argent et l'aluminium, peut

compromettre la qualité de l'habitat aquatique. Pour un organisme cible, telle une algue d'eau

douce, les effets physiologiques et toxiques d'un métal dépendront de sa spéciation (laquelle sera

déterminée en grande partie par la concentration totale du métal, le pH, la salinité, et la

concentration de ligands complexants) et aussi de divers facteurs environnementaux (ex. : pH,

dureté, température) (Pagenkopf, 1983;Tessier etal.,1994;Campbell, 1995;Twiss et a1.,2001).

D'après Morel (1983), I'ion métallique libre (Mz*) ou I'aquo-ion (voir figure 1.2), joue un rôle

cenffal dans la détermination de la prise en charge, de la nutrition et de la toxicité de tous les

métaux traces présents sous forme cationique. Selon le modèle de l'ion libre (MIL), récemment

renommé < modèle du ligand biotique >>, ou BLM, la réponse biologique d'un organisme cible

serait proportionnelle à la concentration de la forme libre du métal 1Mz*) en solution (Campbell,

1995). Pour qu'il y ait réponse biologique, le métal doit interagir avec la membrane cellulaire de

gibbsite

Al{QH)3"

a
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I'organisme (figure 1.4). Cette interaction du métal avec la membrane cellulaire peut impliquer

f ion libre (Mz*) ou une forme réactive (ML"'n) (Campbell, 1995) :

N l

Mz* + X-cellule é M-X-cellule

Kr
MLn" + X-cellule é M-X-cellule + nL

où Kr et K2 sont les constantes d'équilibre et L est le ligand en solution" La réponse biologique est

proportionnelle à la concenffation du complexe à la surface de I'organisme cible (M-X-cellule), où

X-cellule est un site de complexation à la surface de la cellule (Campbell, 1995). Les équations

suivantes indiquent que la réponse biologique varie en fonction de la concentration de [Mz*] (selon

les résultats obtenus dans les nombreuses études réalisées par W.G. Sunda, F.M.M. Morel et leurs

collègues - une synthèse de ces résultats à été effectué par Campbell (1995)):

si l'équation (1) s'applique (M"* : I'espèce réactive) :

( l )

(2)

M-X-cellule : K1(X-cellule)[Mz*]

si l'équation (2) s'applique (ML,* : l'espèce réactive) :

M-X-cellule = Kz(X-cellule) [ML]
tLl

[ML] / [L] : K"o [M'+]

Donc. on peut introduire l'équation (5) dans l'équation (4) et on obtient :

(3)

(4)

(5)

M-X-cellule : Kz.K" (X-cellule) [Mz*]

Dans les deux cas (équations (3) et (6)), on note une dépendance directe entre fM-X-cellule] et

[M'*].

La plupart des expériences menant à la formulation du modèle de l'ion libre ont été réalisées sur

des organismes marins où la salinité et le pH sont élevés. Dans ces conditions, les concentrations

de Ca2*, Mg2n et de H* varient très peu, contrairement à la situation qui prévaut en milieu d'eau

douce où la variation de ces paramètres doit être évaluée avec attention (Campbell, 1995). En

effet, ce modèle a été conçu pour l'étude des interactions entre << métaux-organismes > en milieu

marin et non pas en milieu d'eau douce, ce qui peut amener un biais au niveau de f interprétation

de ces phénomènes en eau douce (Campbell et a1.,2002), notamment en ce qui concerne les effets

de la dureté.

(6)
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I nteractions métaux-organ ismes
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Figure 1.4 : Modèle conceptuel de I'interaction métal-algu e. N(* représente I'ion métallique libre et ML le
métal complexé en solution ; M-X-cellule représente le complexe métallique à la surface de la cellule et Kç
la constante de formation du complexe ML ; K1 et K2 représentent les deux constantes de formation de M-X-
cellule (Campbell, I 995 ; Campb ell et al., 2002).

1.4 Aspects toxicologiques

1.4.1 Toxicité de loaluminium seul

La toxicité d'un métal en solution dépend beaucoup du pH et de la présence ou non de ligands

en solution. Dans des expériences réalisées avec l'algue verte Chlorella pyrenoidosa, Parent et

Campbell (1994) ont montré que l'aluminium est plus toxique à pH 6 qu'à pH acide (entre 4.3 et

5.5), puisque l'ion H* joue un rôle de compétiteur à I'aluminium pour les sites de liaison à la

surface de l'algue. Dans un milieu de culture synthétique, Helliwell et ses collaborateurs (1983)

ont montré qu'une concentration aussi faible que 0.19 pM d'aluminium à pH 6.1 pouvait diminuer

de moitié le taux de croissance de I'algue verte Chlorella pyrenoidosa (CEro), alors qu'une

concentration de 0.56 pM d'Al était nécessaire à pH 5.4. Dans Ia même veine, Parent et Campbell

(1994) ont démontré qu'une concentration de 0.26 pM d'aluminium à pH 6 pouvait inhiber de 30%o

la croissance de Chlorella pyrenoidosa (CE3s), comparativement à une concentration de 1.96 pM

d'Al à pH 5.5. D'auke part, plusieurs expériences antérieures sur la toxicité de l'aluminium ont

sous-estimé le pouvoir toxique de ce métal puisque ces expériences ont été réalisées en laboratoire

Membrane
cellulaire Gouche de mucus

ou paroi cellulaire Gouche de diffusion Solution

lntérieur de la
cel lule
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avec des milieux de culture contenant de grandes quantités de sels ajoutés (silicates, hydroxydes

ferriques colloidaux, citrate, phosphate, etc.) pouvant former des complexes ou des précipités avec

l'aluminium et en diminuer sa toxicité (Gensemer et Playle, 1999). Selon le MIL, l'aluminium

complexé n'est pas biodisponible pour les organismes aquatiques, et donc dans de telles conditions,

il faut augmenter la concentration totale en aluminium pour voir apparaître un effet toxique sur

1'organisme.

Chez les plantes supérieures, beaucoup d'études ont démontré que I'effet toxique de

l'aluminium sur l'élongation des racines pouvait être diminué par la présence en solution de

ligands complexants, comme le sulfate (SOl-) et les fluorures (F-) (Kinraide et al., 1985; Cameron

et al., 1986; Kirnaide et Parker, 1987). De plus, certaines études ont montré que la présence de

cations majeurs, tels que le calcium (Cu'*) et le magnésium (Mg2*), pouvait aussi contribuer à

diminuer l'effet toxique de I'aluminium sur la croissance de l'orge (Hordeum vulgare L.) et du blé

(Triticum aestivum L.) (Kinraide et al., 1985; Uhlen, 1985). De plus, il est important de souligner

que la concentration de I'Al1 n'est pas un bon indicateur de la toxicité de l'aluminium, mais que ce

serait la concentration de l'aluminium libre Al3* qui serait un meilleur prédicteur de la toxicité du

métal en solution ou dans les sols (Campbell, 1995; Gensemer et Playle, 1999; Twiss et a1., 2001).

Cependant, certaines études ont montré que I'espèce polynucléaire << Alrs ))

(A1O4A1r2(OH)24(H2O)r27*) peut contribuer à l'effet toxique de I'aluminium lorsque des solutions

initialement acides sont neutralisées par I'ajout de solutions alcalines (Parker et al., 1988; Kinraide

et Parker, 1989; Parker et a7,1989; Parent et Campbell, L994).

1,4.2 Toxicité du fluorure seul

La toxicité des fluorures tend à varier beaucoup d'un organisme à l'autre puisqu'ils n'ont pas la

même tolérance face aux fluorures, tout comme pour l'aluminium. En milieu aquatique, les

organismes d'eau douce sont significativement plus sensibles que les organismes marins à une

exposition aux fluorures, puisque f ion F- entre en compétition avec l'ion Cl- dans les milieux

salins, ce qui rend l'ions F- moins disponibles pour les organismes présents (Camargo etTarazona

reel).

Les tests de toxicité du fluorure ont montré que les microalgues d'eau douce sont généralement

plus tolérantes que les invertébrés ou les poissons. Les algues ont un très faible facteur de

bioaccumulation, comparativement aux invertébrés et aux poissons, ce qui les rend plus tolérantes à

ce polluant (WQPB, 1986). Cependant, des tests en laboratoire ont montré que les fluorures

pouvaient retarder la croissance de I'algue Synechococcus leopoliensrs (Racib.) de manière
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significative (concentrations variant entre 0,26 pM et 7.90 pM, à pH variable) (Nichol et al., 1 987).

En effet, ces auteurs ont montré que les fluorures provoquaient chez cette algue une inhibition de la

photosynthèse, une diminution de la production d'ATP et une inhibition de la prise en charge du

phosphate. Cependant, Nichol et ces collaborateurs (1987) n'ont pas observé d'effets nocifs des

fluorures sur la croissance de l'algue verte Chlorella pyrenoidosa. Dans la même voie, Samencka-

Cymermann et Kempers (1990) ont montré que la plante aquatique Scapania undulata (L.) Dum.

était tolérante à une exposition de 5290 pM de F- pendant 16 j. Cette concentration en fluorures

était inoffensive pour la plante. Dans cette même étude, les auteurs ont trouvé une Clroo moyenne

après 48 h de 22500 pM de F- pour I'espèce Scapania undulata (L.) Dum., ce qui est une

concentration assez considérable. Dans une dernière étude, Stevens et ses collaborateurs (1998) ont

montré que les fluorures peuvent être toxiques pour la tomate (Lycopersicon esculentum) à une

concentration en F- correspondant à une activité plus grande que 1500 pM. De plus, ils ont

démontré que la tomate est beaucoup plus sensible aux fluorures que l'avoine (Avena sativa), car la

croissance des racines et de la tige des plants d'avoine n'était pas affectée par une activité aussi

grande que 5130 pM de fluorures.

1.4.3 Toxicité des fluoro-complexes d'aluminium

1.4.3,1 Revue de la littérature: pas de consensus

L'ion fluorure a beaucoup d'affinité avec l'aluminium. En effet, ces deux ions forment des

complexes stables en milieu acide (figure 1.3; Plankley et Patterson, 1986). Cependant il n'existe

pas de consensus dans la littérature sur la toxicité de ces complexes. Premièrement, Cameron et ses

collaborateurs (1986) ont montré que l'aluminium complexé aux fluorures ne provoquait aucun

effet toxique sur l'orge (Hordeum vulgare). De plus, une étude menée sur le blé (Triticum aestivum

L.) a montré que les fluorures enrayent ou diminuent fortement la toxicité de l'aluminium lorsque

ces deux éléments sont complexés (Maclean et al., IggZ). D'un autre côté, plusieurs études ont

montré que les fluorures menaient à une atténuation partielle de la toxicité de I'aluminium pour la

truite mouchetée (salvelinus fontinalis, Mitchill) (Driscoll et al., 1980), pour le saumon Atlantique

juvénile (Salmo salar) (Hamilton et Haines, 1995; Wilkinson et al., 1990), pour la tomate

(Lycopersicon esculentum) et pour I'avoine (Avena sativa) (Stevens et a1.,7997). D'autre part,

Clark et LaZerte (1985) ont démontré que les fluoro-complexes d'aluminium étaient aussi toxiques

que l'ion libre Al3* chez les æufs et les larves de deux espèces d'amphibiens à différents pH, soit le

crapaud américain (Bufo americanus) et la grenouille des bois (Rana sylvatica).

9
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1,4.3.2 Cas des saumons Atlantique juvéniles

Les fluoro-complexes d'aluminium sont très présents dans les cours d'eau du Québec au

printemps, lors de l'acidification des lacs et des rivières. À cette période de l'année, les saumons

Atlantique juvéniles (Salmo salar) sont aussi présents dans les cours d'eau et sont donc exposés à

l'aluminium sous cette forme (AlFt*, AlFr*;. Plusieurs expériences ont montré que I'aluminium

inorganique seul est toxique en milieu acide pour le saumon Atlantique et qu'il pouvait causer des

problèmes importants au niveau de l'osmorégulation de l'organisme, provoquant notamment des

baisses de concentration en sodium plasmatique (Lacroix et Townsend, 1987; Roy et al., 1997;

Gensemer et Playle, 1999). De plus, des chercheurs se sont intéressés récemment à l'effet de la

complexation de l'aluminium par les fluorures sur la toxicité de I'aluminium sur le saumon

Atlantique juvénile (Salmo salar) (Wilkinson et al., 1990; Wilkinson, 1993). Cette dernière étude a

montré que l'aluminium complexé aux fluorures était moins toxique pour les saumons juvéniles

que l'aluminium seul (A1'.); cependant les complexes Al(F)^ ont induit une toxicité résiduelle

significative non-attendue chez ce salmonidé (figure 1.5), ce qui va à l'encontre du modèle de l'ion

libre. Le mécanisme de toxicité des fluoro-complexes d'aluminium est semblable à celui de

l'aluminium seul, c'est-à-dire qu'il provoque un dérèglement au niveau du système osmorégulateur

de I'organisme et une réduction de la concentration en sodium plasmatique (Wilkinson et al. 1990;

Wilkinson, 1993).
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Figure 1.5 : Courbes de mortalité chezle sanmon Atlantique juvénile: Mortalité après 7 jours d'exposition
en fonction de la concentration de I'ion libre (Al'-). Les symboles ouverts représentent les expériences sans
I'ajout de fluorures et les symboles fermés représentent les expériences avec ajout de fluorures (Wilkinson et
al., 1990)"
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Les données toxicologiques recueillies dans cette étude montrent l'implication apparente de

complexes temaires (Al-F"-branchie) dans I'expression de la toxicité de l'aluminium associé aux

fluorures chez le saumon Atlantique juvénile. Wilkinson et al. (1990) ont proposé que les

complexes Al-Fn se lient avec un ligand à la surface de la branchie et provoquent des dérèglements

importants au niveau de I'osmorégulation et de la concentration en sodium plasmatique du poisson.

De façon mathématique, la concentration du complexe temaire (Al-F-branchie) est proportionnelle

à la concentration du fluoro-complexe d'aluminium (AlF'�) en solution (Wilkinson, 1993;

Wilkinson et al.,1993) :

1 l

Al3* + F- e AlF2* (log K1 : 7.0)

lAlF'�I : KrlAl3*llFl

{F-Al-L-Branchie} = Kr[Al3T[Fl[L-Branchie]

{F-Al-L-Branchie} : Krr[AF'�1[L-Branchie]

ce qui expliquerait la toxicité apparente de I'espèce AlF2*.

(7)

(8)

(e)

(10 )

1.5 Objectifs et hypothèses à tester

Les deux grands objectifs de cette recherche sont :

1) d'évaluer la toxicité des fluoro-complexes d'aluminium chez une algue unicellulaire

d'eau douce, Chlorella pyrenoidosa ;

2) d'évaluer la pflgC--en--qhAlgg des fluoro-complexes d'aluminium chez une algue

unicellulaire d'eau douce, Chlorella pyrenoidosa.

Outre ces deux objectifs principaux, cette étude vise à vérifier la capacité du modèle de f ion

libre à expliquer la toxicité et la prise en charge de I'aluminium chez C. pyrenoidosc, en présence

de fluorures. L'approche expérimentale implique des mesures en parallèle de spéciation

d'aluminium et de biodisponibilité d'aluminium (biaccumulation/toxicité) dans des solutions

synthétiques de composition connue (pH, force ionique, nutriments) où on fera varier [Al]1et [F]1.

Malgré l'utilisation d'un organisme plus simple et différent de celui de l'étude de Wilkinson et

al. (1990), nous émettons les hypothèses suivantes : i) la réponse toxique de l'aluminium chez

l'algue verte Chlorella pyrenoidosq vat're en fonction de I'ion libre A13*; ii) la prise en charee de

l'aluminium chez cette algue se fait uniquement sous forme d'ion libre Al3*; iii) les fluoro-
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comolexes d'aluminium n'interviennent pas dans la prise en charge et la toxicité de l'aluminium

chez C. pyrenoidosa.; iv) et dernièrement, le modèle de l'ion libre peut s'appliquer à ce cas

particulier.



T METHO

2.1 Organisme à l'étude

2.1.1 Caractéristiques générales

L'organisme qui a été utilisé pour cette étude est I'algue unicellulaire Chlorella pyrenoidosa

Gr1CC 89), fréquemment employée en laboratoire. Il s'agit d'une algue verte (Chlorophyta) de la

classe des chlorococcacea (algue non-motile de forme sphérique). Cette algue est solitaire ou

agrégée en solution; son diamètre peut varier entre 6 et 12 pm (figure 2.1). C'est une algue

acidophile pouvant croître dans des milieux où le pH est très faible, tel que 4.5 @atent, 1991). La

reproduction de cette algue se fait de manière asexuée à partir du protoplaste de la cellule mère

pour former quatre cellules filles rondes agrégées (Webt et Sheath, 2003).

Figure 2.1 : Photographie au microscope optique de l'algue verte Chlorella pyrenoidosa dans le milieu de
culture synthétique AAP modifré (grossissement de 1000X)

2.1.2 Choix de cette algue

L'algue verte Chlorella pyrenoidosd, retenue pour cette étude, ala capacité de croître dans des

milieux où le pH peut être acide, comme celui rencontré dans des lacs du Bouclier canadien
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(parent, l99l; V/ehr et Sheath, 2003). C'est une algue facile à cultiver en laboratoire' De plus, elle

est bien cormue dans le domaine de la recherche et a été largement utilisée en laboratoire dans des

tests de toxicité sur les métaux traces (Helliwell et al., 1983; Parent et Campbell, 1994; Olguin et

al.,2000).

2.2 Produits, réactifs et eau ultra-pure

Tous les contenants utilisés pour la réalisation et la conservation des solutions de travail étaient

en polypropylene (PP) ou en Teflon@ (FEP). Avant d'être utilisés, ces contenants étaient

minuteusement lavés sept fois à l'eau ultra-pure après avoir tempé 24 h dans un bain d'acide

nitrique (10-15 Yo v/v). L'eau ultra-pure provenait d'un système commercial de purification pour

usage analytique (résistivité - 18 megohms-cm). Ce système comprend des résines échangeuses

d'ions, des colonnes d'adsorption au charbon et des membranes filtrantes de 0.2 pm de porosité

(parent, 1991; Fortin,1996). Après le rinçage à I'eau ulfia-pure, l'équipement étaittangé dans trne

armoire avec de I'eau ulfia-pure ou mis à sécher sous une hotte à flux laminaire afin d'éviter une

contamination par la poussière. Chaque manipulation subséquente a été ftalisée sous cette même

hotte à flux laminaire pour que tout reste propre et stérile.

Chaque solution a été conçue à partir de réactifs sélectionnés pour leur pureté, I'acide nitrique

(HNOr) et l'hydroxyde de sodium (NaOH) utilisés étant de grade ( ACS >. Dans la préparation

des solutions de travail, deux microbalances de type Sartorius et DeltaRang@ ont été utilisées

pour peser tous les sels constitutifs alors que les volumes de réactifs utilisés ont été mesurés avec

des pipettes micrométriques de marque Eppendorf, WR et Rainin (Mandel Scientific). De plus, le

pH des milieux de culture et d'exposition a été mesuré à partir d'un pH-mètre de marque

Meterlab@ et d'une électode de marque Orion@. Le calibrage de cet appareil a été réalisée à

partir de deux tampons à pH 4 et7 (Fisher Scientific)-

2.3 Milieu de culture utilisé

2.3.1 Composition chimique du milieu

L'algue verte C. pyrenoidosa a été cultivée dans un milieu synthétique couranrment utilisé en

laboratoire, le milieu AAP modifié par Chiaudani et Vighi (1978) dont la composition chimique est

présentée au tableau 2.1. C'est un milieu standard où les nukiments sont en excès et où le pH est

ajusté à pH 5.5 avec le tampon MES (acide 2-(N-morpholino)-éthane sulfonique)' Ce tampon est
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couramment utilisé pour ajuster et tamponner le pH entre 5 et 6.5. De plus, c'est un tampon

reconnu pour être ffès peu complexant pour les métaux ajoutés en solution (Martell et Smith, 1977;

Parent, 1991).

2.3.2 Nléthodes

La méthodologie employée s'inspire de celle utilisée couramment dans les laboratoires de

l'INRS-Eau, Terre et Environnement pour l'étude des interactions métaux-algues (Parent, 1991;

Parent et Campbell, I9g4). À panir des concentrations données dans le tableau 2.1, les quatre

solutions suivantes (macronutriments, phosphate, tampon MES et métaux traces) ont été préparées

en excès (solutions mères) dans des ballons jaugés de lL, 500 mL et 250 mL en polypropylène.

Par la suite, chaque solution a été filtrée sur un filhe en polycarbonate de 0.2 pm (Osmonics,

Fisher ScientiJic) afin d'enlever toutes les particules plus grosses que 0.2 pm présentes dans les

solutions mères et toutes les bactéries pouvant s'y retrouver. Ensuite, chaque solution filtrée a été

entreposée dans une bouteille propre et mise au réfrigérateur (bouteilles en PP ou en téflon (FEP)

préalablement lavées à l'acide nitrique l0%o et autoclavées à lzl"C pendant 15 minutes).

Après avoir préparé les solutions mères, il a été possible de préparer les milieux de culture qui

ont servi à faire croître l'algue verte C. pyrenoidosa. D'abord, 5 mL de la solution de

macronutriments est placé dans un ballon jaugé de lL propre. Ensuite, 0.25 mL de la solution de

phosphate ainsi que 20 mL de la solution de MES y sont ajoutés. Le volume du ballon jaugé est

alors complété à lL avec de I'eau ultra-pute. À partir d'un cylindre gradué, 100 mL de la solution

finale est versé dans 10 fioles Erlenmeyers en polycarbonate (PC) de 250 mL lavés à I'acide.

Enfin, les 10 fioles Erlenmeyers sont autoclavées et placées sous la hotte à flux laminaire pour

empêcher une contamination avec la poussière. Lorsque les fioles Erlenmeyers sont refroidies,

0.10 mL de la solution de métaux traces est ajouté dans chaque fiole et ces dernières sont laissées

24 h sous la hotte à flux laminaire. Les métaux traces sont seulement ajoutés au milieu de culture

après l'étape de stérilisation pour empêcher la précipitation des oxydes de fer à haute température.

Finalement, le pH des milieux de culture est ajusté à 5.5 avec du NaOH 0,5 M en sacrifiant une

fiole Erlenmeyer pour déterminer la quantité de NaOH à ajouter. La même démarche est utilisée

pour préparer des milieux de culture de 500 mL dans des fioles Erlenmeyers de lL.

1 5
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Tableau 2.1 : Composition du milieu de culture AAP (Algal Assay Procedure) modifié par Chiaudani et
Vighi (1e78).

COMPOSES CONCENTRATION FINALE (M)

MACRONUTRIENTS

NaNO3

MgC12

MgSOa

CaCl2

NaHCO:

PHOSPHATE

K2HPO4

ÉrÉirrBNrs rRecEs
H3B03

MnC12

ZnCl2

CoC12

CuC12

Na2MoOa

FeCl3

Na2EDTA

TAMPON

MES

3.00x10-a

5.99x10-s

I.23xl0'a

3.00x10-5

l.79xl0-a

6.00x10-6

3.00x10-6
2.10x10-6

2.50x10-e

1.20x10-e

5.00x10-rr

3.00x10-8

1.00x10-6

8.00x10-7

1.00x10-2

2,4 Calculs théoriques

2.4.1 Modèle MINEQL +

L'approche expérimentale prônée dans l'étude de la toxicité et de la prise en charge de

l'aluminium et des fluorures chez l'algue verte C. pyrenoidosa implique des mesures parallèles de

spéciation de l'aluminium et de biodisponibilité de I'aluminium dans des solutions synthétiques de

composition colulue (variables : [Al]r, [F]r).

D'abord, la spéciation de l'aluminium est déterminée selon deux approches complémentaires,

soit avec une approche expérimentale, soit selon des calculs d'équilibre (Parent, 1991). La

première approche consiste à doser en laboratoire les différentes fractions (totale dissoute

(inorganique et organique) et totale particulaire) du métal étudié. À partir de ces résultats, il est

possible d'évaluer et de suiwe les conditions expérimentales tout au long de l'expérience. Pour
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déterminer la spéciation de l'aluminium de cette manière, il existe plusieurs techniques

expérimentales, telles que la filtration (Campbell et al., 1983), l'échange ionique (Rogeberg et

Hendrikson, 1985) et la colorimétrie (Prokopy, 2001).

La deuxième approche consiste à utiliser un logiciel informatique pouvant faciliter les calculs

thermodynamiques d'équilibres chimiques afin de déterminer la spéciation théorique de

l'aluminium, soit la distribution de l'aluminium parmi ses differentes formes inorganiques (Al3*,

AI(OH)., AlF,, AI(SO*).). il existe plusieurs modèles mathématiques pouvant faire ces calculs, tels

que MINTEQ, HYDRAQL et MINEQL. Parmi ces modèles, nous avons choisi d'utiliser

MINEQL+ version 4.5 (Schecher et McAvoy, 2001), puisque ce demier est facile d'utilisation et

que les constantes thermodynamiques utilisées dans ce modèle ont été mises à jour récemment.

2.4.2 Milieux d'exposition

Le milieu d'exposition de base qui a été utilisé dans cette étude est sensiblement le même que le

milieu de croissance (voir tableau 2.1), sauf que le phosphate ainsi que les métaux traces en sont

exclus. Le pH a été ajusté à 5.5 avec l'ajout de NaOH 0.5 M et a été maintenu constant par

I'utilisation du tampon MES (acide 2-Q.i-morpholino)-éthane sulfonique). Selon Parent (1991), le

tampon MES est le plus efficace pour maintenir constant le pH à 5.5 sur une période de quatre

jours d'exposition.

Il est très important de ne pas ajouter de phosphate dans le milieu d'exposition, car Qe nutriment

essentiel pour les algues a une grande affinité avec I'aluminium et il peut le faire précipiter de la

solution sous forme de phosphate insoluble (AlPOr). De plus, les métaux traces ne devaient pas

être incorporés au milieu d'exposition, parce qu'ils sont susceptibles d'interférer avec I'aluminium

au niveau des sites d'entrée à la surface des algues lors de I'expoçition (Parent, 1991).

Les deux variables étudiées dans ce travail étaient les concentrations totales en aluminium (Al)

et en fluorure (F) ajoutées. Malgré la variation des concentrations totales de ces deux éléments, la

concentration d'aluminium libre (Al3*) a été fixée à 31 nM après avoir fait plusieurs simulations

avec le modèle de spéciation chimique MINEQL+ version 4.5 (Schecher et McAvoy, 2001) (voir

annexe 8.1). Le tableau suivant montre les différents traitements utilisés lors des differentes

expériences.

T7
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Tableau 2.2: Conditions expérimentales utilisées lors des differentes expériences.

Conditions 1 Conditions 2

lAl(No3)31
(pM) (pe/L)

[NaF]

(rrM)
lAl(No3)31

(pM) (pell,)
lNaFl
(rrM)

0
0.3 (8)
0 .6  (15)
0.e (2s)
1.3 (3s)

0
U

0
0
0

0
0.3 (8)
0.6 (r5)
0.e (2s)
1.6 (44)

0
0
r . )
2 .5
5 .0

2,5 Biodisponibilité de I'aluminium

Le cheminement suivi pour l'étude de la toxicité et de la bioaccumulation de l'aluminium chez une

algue unicellulaire se décrit en quatre points :

* Fixer la durée d'exposition (4 j pour la toxicité et quelques minutes à une heure pour la

prise en charge).

* Établit la réponse de I'algue test à une concentration connue d'A13* libre, sans ligand

(Conditions 1)"

t Fixer la tAfl à ce niveau et faire varier en même temps [Al], et [F]t (les concentrations

en AlFz* et AlF2* augmentent, sans que [Al3*] ne change) (Conditions 2).

t Suiwe la "réponse" biologique (ex. : prise en charge ou toxicité).

Selon le modèle de I'ion libre, la réponse biologique de l'algue serait proportionnelle à la

concentration de l'ion libre (Al3*) en solution (figure 2.2) :

(.)
a-

.q)

Concentration totale en Al (pM)

Réponse biologique d'une algue en fonction de la concentration totale en Al.Figxe 2.2 :
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2.6 Partie A : Toxicité des fluoro-complexes d'aluminium

20 000 cellules/ml 200 000 cellules/ml

72h
+

à tous les 24 h

rl
t \

Ë

APP

Figure 2.3 : Schéma du montage des expériences sur la toxicité des fluoro-complexes d'aluminium.

2.6.1 Culture des algues

Les cultures axéniques de C. pyrenoidosa sont placées dans une chambre de croissance de type

Conviron où la température est maintenue à 20"C + loc et la luminosité est maintenue à 130

pmol.photons.nlt par des tubes fluorescents blancs de marque Philips (85 watts).

Les algues sont cultivées en milieu semi-continu; c'est-à-dire que le milieu de culture est

changé à tous les quatre jours d'incubation en transférant un nombre connu d'algues (20 000

cellules.ml,-t; dans un milieu de culture frais, afin de maintenir la culture en phase exponentielle de

croissance (à environ 100 000 cellules.ml-t;. Pour obtenir une biomasse importante, les algues sont

maintenues pendant quatre jours dans une fiole Erlenmeyer d'une capacité d'un litre contenant 500

mL de milieu de culture standard. Les algues sont comptées juste avant une expérience, ou juste

1 9

Filtration*
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APP.P-MT
Mesure de la

biomasse
algale avec le

Coulter
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Multisizer 3 Exposit ionàl 'Al+F'

entre 40 000 et 60 000 cellules/ml
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avant le transfert des ces dernières dans un nouveau milieu de culture, à l'aide d'un compteur de

particules (Coulter Counter Multisizer 3).

L'axénicité des cultures algales a été testée à quelques reprises durant l'étude afin de contrôler

la contamination possible en bactéries. La présence de bactéries dans les cultures algales pourrait

biaiser les résultats de toxicité et de prise en charge. Ce contrôle est réalisé en prélevant des

aliquotes dans les cultures algales et en les incubant pendant quelques jours sur des géloses

nutritives, préparées à partir d'agar et de milieu de culture AAP modifié par Chiaudani et Vighi

(1e78).

2.6.2 Filtration des algues

Après quatre jours d'incubation, les algues sont prêtes à être utilisées, car leur réserve inteme en

phosphate est optimale, alors elles peuvent supporter une croissance soutenue pendant au moins

quatre jours d'exposition dans un milieu exempt d'éléments nutritifs. À ce motttent, les algues en

phase exponentielle de croissance sont filtrées sur un filtre en polycarbonate de 2.0 pm (Osmonics,

Fisher Scientffic). Après ce traitement, les algues sont rincées et refiltrées à trois reprises avec une

solution de rinçage (AAP-P-MT) à pH 5.5 afin de s'assurer que ni phosphate, ni métaux faces ne

soient introduits dans les milieux expérimentaux. Le culot final est resuspendu dans une fiole

Erlenmeyer de 25 mL en polycarbonate contenant 15 mL du milieu simplifié (AAP-P-MT).

2.6.3 Préparation des milieux d'exposition

Une journée avant l'expérience, les milieux d'exposition sont préparés en triplicata pour

chacune des concenffations dans des fioles Erlenmeyers en polycarbonate de 250 mL (méthode

mentionnée ci-haut à la section 2.4.2). Chaque milieu est autoclavé pendant 15 minutes à I 15"C et

le pH est ajusté avec du NaOH 0.5 M. Par la suite, les milieux sont placés pendant toute une nuit

sous la hotte à flux laminaire pour que l'équilibre chimique soit atteint dans chacune des fioles.

2.6.4 Exposition des algues et mesure journalière de la biomasse

Au début de chaque expérience, le culot concentré d'algues (suite à la filtration) est mesuré au

compteur de particules afin de déterminer le volume de cette solution.concentrée qui sera ajoutée

dans chacune des fioles pour que la biomasse initiale se situe enffe 40 000 et 60 000 cellules'ml-t.

La croissance algale est suivie sur une période de a j Q6 h) afin que les tests de toxicité effectués

relatent bien I'effet toxique du métal à l'étude et non pas le manque d'éléments nutritifs ou d'autres
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facteurs limitant; pour des périodes dépassant 4 j d'exposition,.les échantillons témoins peuvent

être affectés (Parent, l99l). À chaque jour, la croissance des algues est comptée trois fois, pour

chaque échantillon, à I'aide du compteur de particules. La concentration effective qui diminue la

biomasse finale de 30oÂ par rapport au témoin (i.e., CE36) a été calculée à partir du programme

statistique ICp., version2.0, par interpolation linéaire (Norberg-King, 1993). Nous avons décidé

de mesurer la CE:o au lieu de la CE5e, afin de pouvoir comparer nos résultats avec ceux de l'étude

de Parent (1991).

2.6.5 Dosage de I'Al1ot4 et I'Alo.ganique à I'ICP-AES

Pour s'assurer que les conditions expérimentales soient constantes tout au long de l'expérience,

l'aluminium total,I'aluminium inorganique et I'aluminium organique sont dosés au début et à la fin

de I'expérience. Cette étape est essentielle pour déterminer si la concentration d'aluminium

inorganique de départ ajoutée reste la même tout au long de l'expérience (i.e., une exposition

constante à I'Al3* pendant 4 j). Au début de chaque expérience, avant l'ajout des algues, un

volume de 10 mL de chacun des traitements est pipeté et placé dans un Dilu-Vial@ de 10 mL. Ces

échantillons sont entreposés dans un réfrigérateur à 4"C jusqu'à la fin de l'expérience pour le

dosage de l'aluminium total initial. À la fin de I'expérience, un volume de 15 mL de solution dans

chaque fiole Erlenmeyer est récupéré et filtré sur 0.2 pm pour'le dosage de l'aluminium total et

organique. D'abord, 10 mL de solution est placé dans un Dilu-Vial@ de 10 mL pour le dosage de

l'aluminium total au jour 4 et ensuite 5 mL de solution est passé dans une résine échangeuse d'ions

(cations); cette étape capte l'aluminium inorganique, mais laisse passer l'aluminium organique

(voir section suivante). Finalement, chaque solution est acidifiée à I'acide nitrique 0.2oÂ (vlv) et

dosée à I'ICP-AES (Varian). Des étalons sont préparés à partir d'un standard d'aluminium (^SCP

Science 1000 prglml, , 4yoHCl) afin d'établir la courbe étalon de I'appareil (i.e., la calibration).

2.6,6 Résine échangeuse d'ions

Pour être en mesure de doser I'aluminium total et organique, une technique utilisant une résine

échangeuse d'ions cationiques a été développée. D'abord, la méthode s'inspire de celle utilisée

pour les techniques de colorimétrie avec le catéchol violet (Prokopy, 2001). Cependant, la méthode

par colorimétrie n'est pas assez sensible pour doser l'aluminium à d'aussi faibles concentrations.

Pour résoudre ce problème, la résine a été isolée du montage de la colorimétrie et les solutions

récoltées ont été dosées à I'ICP-AES. La colonne mesurait 20 cm de long et elle possédait un

diamètre de 10 mm. Elle a été remplie avec une résine échangeuse de cations (i.e., Amberlite@ IR-

2 l
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120 (plus), forme sodique; Aldrich). La quantité de résine ajoutée dans la colonne correspondait à

environ 3 cm de la hauteur de cette même colonne. Par la suite, la résine a été humidifiée avec de

l'eau ultra-pure. Pour tenir compte du volume mort présent dans la colonne, un volume de 5 mL

d'eau ultra-pure a été passé après chaque échantillon afin de récupérer en totalité ce dernier

(dilution de 50 % de la concentration de 1'échantillon).

Figure 2.4 : Schéma du montage de la résine échangeuse de cations sous forme sodique.

Avant chaque expérience, un volume de 10 mL de chacune des solutions d'expérience a été

conservé pour être dosé à la fin. Au demier jour de I'expérimentation (our 4), un volume de 5 mL

de chaque échantillon a été flltré sur 0.2 pm et passé dans la résine échangeuse de cations afin de

pouvoir doser la fraction organique de I'aluminiurr; c'est-à-dire celle qui n'est pas captée par la

résine. Enffe chaque échantillon, 30 mL d'eau ultra-pure est passé dans la colonne pour la
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H

I
t l
t l

IW
F

tr
o



Chapitre 2:i|l4atériel et méthodes

nettoyer. De plus, un volume de 10 mL de chacun des échantillons a été conservé, sans être passé

dans la colonne, pour le dosage de l'aluminium dissous total. Finalement, l'aluminium total est

dosé à I'ICP-AES au jour 0 et au jour 4 et l'aluminium organique est dosé au jour 4. En

soustrayant la concentration d'aluminium organique à I'aluminium total, il a été possible de

connaître la concentration d'aluminium inorganique dans chaque traitement à la toute fin de

l'expérience (figure 2.5). L'effrcacité de la résine a été testée à chaque fois que cette dernière a été

utilisée. Un étalon d'aluminium inorganique ([Al]t : 3.7 pM) a été passé dans la résine et a été

dosé à I'ICP-AES par la suite. À chaque reprise, I'appareil n'a pas pu détecter d'aluminium, ce qui

veut dire que la résine était assez efficace pour retenir la totâlité de l'aluminium inorganique

présent dans les milieux d'exposition à la fin des expériences.

Échantillon
(non filtré)

I
Filtration

(0.2 prm; Nuclepore)

Acidification Échange cationique
(colonne)

23

Dosage
Al total dissous

(rcP-AES)
Acidification

Dosage
Al organique

(ICP-AES)

Figure 2.5 : Schéma analytique pour déterminer la spéciation de I'aluminium (adapté de Parent (1991).
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2.7 Partie B : Prise en charge de loaluminium en présence de fluorures

20 000 cellules/ml

7 2 h
+

rr
/ \a

APP

Filtres digérés
et Al dosé à
I'ICP-AES

Exposi t ionàl 'A l+F

Figure 2.6: Schéma du montage des expériences sur la prise en charge de I'aluminium avec des fluorures.

2,7.1 Culture des algues

Les algues sont utilisées pendant leur phase exponentielle de croissance, c'est-à-dire à 3-4 jours

de croissance pour C. pyrenoidosa. La méthode utilisée pour faire croître cette algue est expliquée

à la sect ion 2.6.1.

2.7.2 Centrifugation des algues

Après quatre jours d'incubation, les algues en phase exponentielle de croissance sont

centrifugées à 9 000 G pendant 10 min dans douze tubes en PC, dans une centrifugeuse de marque

Sorvall@ (RC 5C Plus). Après ce traitement, les algues sont rincées et centrifugées à trois reprises

pendant 5 min à 9 000 G dans une solution de rinçage (AAP-P-MT) à pH 5.5, afin d'enlever le

phosphate, les métaux traces et les exsudats présents dans le milieu de culture. Ces éléments

doivent être enlevés, car ils pourraient interagir avec l'aluminium durant I'expérience et causet un

Centrifugation *
Rinçage

AP -MT

200 000 cellules/ml

après 25 à 180 min
d'exposition entre 12 000 et 20 000 cellules/ml @

P.P
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biais au niveau des résultats (spéciation erronée). Le culot final est resuspendu dans deux tubes en

PC dans 10 mL de milieu simplifié (AAP modif,té).

2.7.3 Préparation des milieux d'exposition

Les milieux d'exposition sont préparés une joumée avant l'expérience pour favoriser l'atteinte

de l'équilibre physico-chimique. Chaque milieu est préparé en triple; la méthode de préparation de

ces milieux d'exposition est expliquée à la section2.4.2.

2.7.4 Exposition des algues

Les expériences de prise en charge sont réalisées avec une biomasse algale qui se situe entre

l2 000 et 20 000 cellules.ml-t. Les algues sont exposées aux conditions expérimentales décrites

plus haut (tableau 2.2) dans des fioles Erlenmeyers de 250 mL contenant 150 mL du milieu

d'exposition. Les durées d'exposition ont varié entre 25 min et 3 h. Il est à noter que toutes les

expériences sur la prise en charge de l'aluminium ont été réalisées à la lumière (i.e., avec 130

trrmol.photons.m-t;.

2.7.5 Récolte et traitement à I'EDTA

Après l'exposition, un volume de 50 mL de la solution d'exposition est filtré sur deux filtres

superposés en polycarbonate de 2,0 prm (Osmonics, Fisher Scientific) et ces demiers sont rincés

trois fois avec une solution de rinçage (AAP-P-MT) afin d'enlever la solution d'aluminium, avec et

sans fluorures. Un autre volume de 50 mL est filtré de la même manière, mais seulement après un

pré-traitement pendant 10 min avec une solution d'ETDA (concentration finale 104 M) afin de

déloger l'aluminium adsorbé au niveau de la surface des algues. Ensuite, les algues sont rincées

hois fois avec 10 mL de la solution de rinçage (AAP-P-MT) mentionnée ci-haut. Chaque

condition d'exposition est réalisée en triple et pour chaque triplicata, un sous-échantillon du filtrat

de la solution d'exposition est recueilli avant les étapes de rinçage pour ensuite doser I'aluminium

total à I'ICP-AES. De plus, une portion de 10 mL de chacun des milieux d'exposition est recueillie

au début de l'expérience afin d'évaluer la concentration initiale à laquelle les algues sont exposées.

2.7.6 Digestion des algues à I'acide nitrique (Hl{O3 70o/o)

Lorsque les filtrations sont terminées, les filtres sont mis à sécher à l'étuve à 60 "C pendant 3 j.

Par la suite, chaque filtre est placé dans un tube en PP de 7 mL pour la digestion. On utilise 200 1tL

25
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d'acide nitrique concentrée (HNO3 70%) eI25 1tL de peroxyde d'hydrogène (HzOr) pour digérer

les algues. Les digestions sont faites sur une période de 2h à 100 "C dans un bain-marie à la

paraffine. Pour chaque digestion, des filtres sans algues sont digérés afin d'établir le blanc.

Lorsque les algues sont digérées, 1.8 mL d'eau ultra-pure est ajouté à la solution pour avoir un

volume final de 2 ntL par échantillon"

2.7.7 Dosage de I'Al1o14 et de I'A1..1u1"1r. à I'ICP-AES

Tous les échantillons sont dosés à I'ICP-AES, dans des solutions acidifiées à l0% d'HNO3. Des

étalons sont également préparés à partir d'un standard d'aluminium (SCP Science 1000 pg'ml--t,

4% HCI) afin d'établir la courbe étalon de l'appareil. Les échantillons non-traités à I'EDTA sont

dosés pour connaître la concentration totale en aluminium associée aux algues et les échantillons

traités à I'EDTA sont dosés pour déterminer la concentration cellulaire en aluminium (i.e., à

l'intérieur des algues). En soustrayant la concentration cellulaire de la concentration totale en

aluminium associée aux algues, il est donc possible de déterminer la concentration en aluminium

adsorbé à la surface des algues. Tous les résultats sont donnés sous forme de concentrations nettes

d'aluminium, puisque la concentration d'aluminium retrouvée dans les témoins (voir annexe 8.3)

est soustraite de chacune des valeurs d'aluminium retrouvé dans les différents traitements.

2.8 Analyses statistiques

Des analyses statistiques ont été nécessaires afin de comparer les points issus des divers

traitements (en présence ou non de fluorures, suivant la concentration en aluminium) et de

déterminer s'il existe une différence significative entre lesdits points. Pour ce faire, nous avons

utilisé le logiciel SYSTAT (2000, version 10 de SPSS Science), en procédant par analyse de

variance à une voie (ANOVA). Ce test sous-tend au préalable que certaines conditions soient

respectées : la normalité des données (test de Kolmogorov-Smirnov) et l'homogénéité des

variances. Le cas échéant et si des différences significatives étaient rencontrées, le test a posteriori

SNK (Student-Newman-Keuls) était appliqué afin de déterminer quels étaient les points

si gnific ativement differents.
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Avant d'aborder la partie < Résultats >, il importe de souligner que plusieurs expériences

préliminaires ont échoué, parce que l'algue C. pyrenoidosan'a pas pu être récoltée en quantités

suffisantes pour réaliser les expériences de toxicité ou de prise en charge. À l'tttRS-ETE, les

algues Chlamydomonas reinhardtii et Selensstrum capricornutum sont régulièrement utilisées en

laboratoire et elles sont très faciles à cultiver et à récolter par la technique de cenffifugation, tandis

que Chlorella s'avère très diffrcile à récolter puisqu'elle sécrète beaucoup d'exsudats et s'adhère

aux parois des tubes lors de la centrifugation. En situation de stress, Chlorella est une algue qui

relargue une quantité importante de déchets organiques pouvant adhérer aux surfaces chargées

(Jean-Christian Auclair, communication personnelle, 2003). Plusieurs tubes de différentes

grandeurs et de differentes constitutions (PP, HDPE et PC) ont été testés pour la centrifugation des

algues, mais à chaque fois, ces demières se sont collées aux parois du tube sans qu'il ne soit

possible de récolter une assez grande biomasse pour réaliser une expérience. Pour résoudre ce

problème, nous avons décidé d'utiliser la filhation pour récolter les algues lors des tests de toxicité

(partie A du projet). Cependant, les tests sur la prise en charge de l'aluminium (partie B) ont été

réalisés en utilisant une version modifiée du protocole de centrifugation. Nous avons fortement

abaissé la force de rotation du rotor de la centrifugeuse (force G), nous avons utilisé des tubes en

téflon (FEP) et nous avons changé la tête de rotor pour favoriser la formation d'un culot concentré

au fond des tubes. Ces manipulations ont nécessité beaucoup de havail et beaucoup de temps pour

arriver à une méthode fiable et obtenir des résultats reproductibles.

3.L Courbes de croissance obtenues avec Chlorella pyrenoidosu

Chaque expérience a été réalisée avec des algues dans leur phase exponentielle de croissance où

leur réserve en éléments nukitifs est importante. La phase exponentielle correspond à la troisième

ou quatrième joumée de croissance pour C. pyrenoidosa (figure 3.1). Le début de cette phase de

croissance correspond à une densité cellulaire d'environ lOs cellules par mL. Dans cette figure, les

écarts types sont calculés sur ffois échantillons différents (N: 3).
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Figure 3.1 : Courbe de croissance typique de Chlorella pyrenoidosa dans le milieu AAP modifié, aéré et

agité (N : 3). Le pH était ajusté à 5.5 une journée avant le début de la période de développement.

La figure 3.2 présente les résultats d'une expérience menée en triplicata portant sur la

croissance de l'algue C. pyrenoidosa dans un milieu de culture sans phosphate et sans métaux

traces (AAP-MT-P). En récoltant les algues à leur troisième jour croissance (i.e., phase

exponentielle de croissance), on peut voir que ces dernières peuvent maintenir une croissance

cellulaire soutenue pendant 4 jours dans un milieu exempt de phosphate. En effet, ces résultats

montrent que les algues peuvent viwe sur leur réserve interne de phosphore durant 4 jours sans

montrer de baisse au niveau de leur développement.

Phase de latence
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1 20000

Temps (jour)

Figure 3.2 : Croissance de I'algue verte Chlorella pyrenoidosa dans le milieu de culture simplifié AAP-MT-
P,aéréetagité.  LepHétai tajustéà5.5unejournéeavant ledébutdel 'expérience. Chaquecourbeestun
réplicat du même test (N:3).

Le tableau 3.1 est un aide mémoire pour bien identifier I'expérience qui correspond aux

concentrations mesurées en aluminium total et organique pour les deux parties du projet

((A)toxicité et (B)prise en charge). Chaque figure a reçu un numéro d'expérience.

Tableau 3.1 : Numéro d'expérience pour chacune des figures du projet.

Numéro de figure Numéro d'expérience

J
E
3 looooo
=
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I Boooo
q)
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fit

! 60000
c)

.q)
=, 4oooo-
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o

Figure 3.3 Expérience lA

Figure 3.4 Expérience 2A

Figure 3.54 Expérience 3A

Figure 3.5B Exoérience 4A

Figure 3.6 Expérience 5A

Figure 3.7 Expérience 1B

Figure 3.8 Expérience 28

Figure 3.9 Expérience 38

Figure 3.10 Expérience 4B
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3,2 Partie A : Toxicité des fluoro-complexes d'aluminium

3.2.1 Expériences avec aluminium seul

La première partie des résultats portent sur l'étude de toxicité de l'aluminium, avec et sans

fluorures, sur l'algue verte C. pyrenoidosa. Les deux premières figures présentent la toxicité de

I'aluminium seul sur cette algue à pH 5.5. Dans la figure 3.3, les algues ont été recueillies par

centrifugation avant le début de l'expérience, tandis que dans la figure 3.4, les algues ont été

recueillies par filtration sur des membranes de porosité 0.2 pm avant I'expérience. Ces deux

graphiques montrent que l'aluminium est toxique, peu importe la façon par laquelle les algues ont

été recueillies. En effet, plus la concentration de I'aluminium augmente, plus la croissance de

I'algue diminue. À une concentration correspondant à 0.9 et 1.3 pM d'aluminium seul, on peut

constater que la croissance cellulaire de C. pyrenoidosa est faible. Une CEro a été calculée pour la

figure 3.4 etla valeur obtenue est de 18 (15 - 20) pgll- d'Al pour une exposition de 96 h (i.e., CE3e

égal à 0.66 pM d'aluminium (intervalles de confiance : 0.55 - 0.74)).

60000

-

_6 50ooo
f

o
9 +oooo
Ë'6

: 3oooo
q)

'c)
'6 

20000
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-*- Alr 0.3 pM

+ Alr 0.6 pM

4 Alr 0.9 pM

Temps (jour)

Figure 3.3 : Croissance de Chlorella pyrenoidosa enprésence de différentes concentrations d'Al seul. Le pH

était ajusté à 5.5 une journée avant le début de l'expérience. Pour chacun des traitements, les algues ont été
récoltées par centrifugation lors de leur phase exponentielle de croissance. Pour une même journée, tous les
points sont significativement différents entre chaque concentration (P < 0.0001).
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À partir du modèle de spéciation chimique MINEQL+ 4.5, 1l a été possible de calculer la

concenkation d'ions libres présents pour 0.3 pM d'aluminium en I'absence de fluorures. Les

simulations ont donné une valeur de 31 nM d'aluminium libre en solution, concentration à laquelle

I'ion libre aétéfrxé tout au long des expériences subséquentes.
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40000
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{- Témoin
+ Alr 0.3 pM

+ Alr 0.6 pM

4 Alr 0.9 pM

*- At,1.3 pM

CE:o (ttM):0.66 (0.55 - 0.74)

Temps fiour)

Figure 3.4 : Croissance de Chlorella pyrenoidoso en présence de différentes concentrations d'Al seul. Le pH
était ajusté à 5.5 une journée avant le début de I'expérience. Pour chacun des traitements, les algues ont été
récoltées par filtration lors de leur phase exponentielle de croissance. Au jour 4, tous les points sont
significativement differents (P < 0.007).

3.2.2 Expériences avec aluminium et fluorures

Les deux prochaines figures présentent les expériences 3A et 4A qui ont été réalisées avec une

concentration conespondant à 31 nM d'aluminium libre, où les concentrations totales en

aluminium et en fluorures augmentaient conjointement. Les figures 3.5A et 3.58, aux jours 2, 3 et

4, montrent que seul I'ion libre cause un effet toxique pour la cellule à tous les traitements"

Cependant, les deux figures montrent aussi que les fluoro-complexes d'aluminium peuvent avoir

un effet toxique sur I'algue, mais seulement à la concentration la plus élevée en aluminium (1.6

pM) et en fluorures (5 pM). Il semble donc y avoir un seuil de toxicité pour les fluoro-complexes

d'aluminium, et qu'en dessous d'une certaine concentration en Al et en F complexés, il n'y a pas

de toxicité mesurable autre que celle de l'ion libre.
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Figure 3.5 : Croissance de Chlorellq pyrenoidosa en présence de differentes concentrations d'aluminium et
de fluorures. Le pH était ajusté à 5.5 une journée avant le début de I'expérience. La concentration de l'ion
libre, Al3*, était maintenue constante (31 nM). Pour chacun des traitements, les algues ont été récoltées par

filtration lors de leur phase exponentielle de croissance. Au jour 4, les lettres attribuées à chaque groupe de

points changent poru des différences significatives (P < 0.05). Les deux graphes correspondent à deux
expériences distinctes.
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3.2.3 Conditions expérimentales durant I'exposition (iour 0 et jour 4)

Le tableau suivant présente les résultats obtenus à I'ICP-AES pour les concentrations

d'aluminium total, organique et inorganique lors des expériences de toxicité de I'aluminium sur

l'algue verte C. pyrenoidosa. Le tableau 3.2 montre que les concentrations en Al demeurent

relativement constantes du début jusqu'à la fin des expériences; les concentrations mesurées en

aluminium total au jour 4 correspondent sensiblement aux concentrations d'aluminium total

mesurées au début de l'expérience. De plus, l'aluminium sernble rester majoritairement sous la

forme inorganique à la fin de l'expérience, puisque les concentrations mesurées en aluminium

organique sont très faibles au jour 4. Il faut également noter que les concentrations mesurées au

début des expériences (i.e. concentrations au jour 0) correspondent bien aux concentrations

nominales (seule l'expérience 2A montre des écarts appréciables entre les concentrations

nominales et mesurées).

Tableau 3.2 : Résultats du dosage de I'aluminium total, organique et inorganique au début et à la fin des
expériences de la partie A : Toxicité de I'aluminium avec et sans fluorures.

Jour 0 Jour 4 Jour 4 Jour 4

a a
J J

Echantillon
Al total Al total

uM ttM
Al organique Al inorganique

uM uM

Témoin 0.0 0.0 0"00.0

0.3 pM 0 . 10.00.2 0 . 1

0.40.0

a)
I
q)

\o

X

0.6 0.40.6 pM

0.9 pM 0.9 0.6 0.60.0

Témoin 0.0 0.0

0.3 pM 0.2 0.2

0.4 0.30.6 pM

êI
q)
I

L\c)

x 0.9 pM 0.5 0 .5

1.3 pM 0.9 0.9

Témoin 0.0 0.0 0.00.0

0.3 pM 0.3 0.3 0 .30.0

0.40 . 1

ca
0)
9

q)

\q)

X

0.6 0.50.6 ttM

0"9 rtM 0.9 0.9 0.80 .1

1.6 pM 1 . 6 r.6 0.2 t .4
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0.10.00 . 10 .1Témoin

0.30.00.30.40.3 pM

0.70.10.80.8

T
6)
I

q)

\q)

X

0.6 pM

0.90 . 11 .01 . 00.9 pM

1.40.31 .71 . 81.6 pM

0.00.00.00.0Témoin A

0.00.00.00 .0Témoin B

0.00 .00.00.0Témoin C

0.80.00.80.8

ra
q)
<.)

\q)

X

0.6 pM

0.70.00.70.6 pM 0.7

0.6 pM

+ Limite de détection de l'appareil : I pg/L (37 nM)

**Limite de quantification de I'appareil : 5 pg/L (185 nM)

La figure 3.6 est présentée pour montrer la reproductibilité des résultats obtenus pour la partie A

de l'étude : Toxicité de l'aluminium envers C. pyrenoidosa. Même à une concentration aussi faible

que 0.6 pM d'aluminium (15 ltglL), on peut voir qu'il y a une diminution significative de la

croissance cellulaire durant 4 jours d'exposition. Le tableau 3.3 montrent les résultats statistiques

obtenus à partir du logiciel SYSTAT pour les valeurs de densité cellulaire de la figure 3.6. Ces

résultats confirment qu'il y a différence significative entre les deux courbes de cette figure. De

plus, ces résultats montrent qu'il y une différence significative entre les points de la courbe témoin,

mais qu'il n'y pas de différence significative entre les differents points de la courbe à 0.6 pM

d'aluminium (15 pgll-), ce qui veut dire qu'il n'y a plus de croissance cellulaire significative pour

le traitement à 0.6 pM d'aluminium pour les jours 2,3 et 4.

0.60.00.60.6



Chapitre 3 : Résultats 3 5

J

E
tt
c)
:o)

o
L'o
-
=q)
C)
.o
=
U'-
o)
o

1  2 0 0 0 0

1  0 0 0 0 0

8 0 0 0  0

6 0  0 0 0

4 0 0 0 0

2 0 0 0  0

0

--{-
---JA-

Figure 3.6 : Croissance de Chlorella pyrenoidosc en présence de differentes concentrations d'Al seul. Cette
expérience a été menée en triplicata (N : 3). Le pH était ajusté à 5.5 une journée avant le début de
I'expérience. Pour chacun des traitements, les algues ont été récoltées par filhation lors de leur phase
exponentielle de croissance

Tableau 3.3 : Tableau récapitulatif des statistiques de la figure 3.6 pour les jours 2, 3 et 4. Les differences
significatives entre deux points (P< 0.05) sont représentées par *, celles non-significatives par X.

point I 2 l 4 5 6

I

2 :8

J
{. *

4 :r x IF

5 :* * ,* :F

6 X X :F X *
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3.3 Partie B : Prise en charge de I'aluminium en présence de fluorures

3.3.1 Expériences avec aluminium seul

La figure 3.7 présente les résultats obtenus pour la cinétique de bioaccumulation de I'aluminium

seul (0.3 pM) à pH 5.5. Les résultats montrent qu'il n'y a pas de différences significatives entre la

prise en charge totale d'aluminium (les ronds) et la prise en charge inhacellulaire d'aluminium (les

carrés). En d'autres termes, on ne peut détecter d'aluminium adsorbé à la paroi des cellules même

après 90 minutes d'exposition. Les résultats montrent également qu'il n'y a pas de différence

significative entre les différentes périodes de prise en charge d'aluminium (i.e., 25, 50 et 90

minutes), sauf entre la prise en charge intracellulaire à 50 minutes et à 90 minutes. À partir de ces

résultats, et en tenant compte de ceux obtenus par Parent (1991), j'ai choisi un temps d'exposition

de 90 minutes.

-e- Alrot"r

--l- Alcerruraire

Figure 3.7 : Prise en charge nette de I'aluminium seul en fonction du temps d'exposition. Le pH était ajusté à
5.5 unejournée avant le début de I'expérience. La concentration de I'ion libre (Al'-) était ajustée à 3l nM et
la concentration totale en Al à 0.3 pM. Pour chacun des traitements, les algues ont été récoltées par
centrifugation lors de leur phase exponentielle de croissance. Cette expérience a été menée en triple (N : 3;
trois lioles sacrifiées à chaque pas de temps). Les points de I'aluminium inhacellulaire à 50 et 90 minutes
(i.e., les carrés) sont significativement différents (P : 0.032). Tous les autres points ne sont pas
significativement différents entre eux (P >0.280); le point d'origine n'est pas considéré dans cette
comparaison, puisqu'il représente le témoin.
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La figure 3.8 présente les résultats obtenus lors d'une expérience de prise en charge à différentes

concentrations d'aluminium seul à pH 5.5 après 90 min d'exposition. Les résultats montrent que la

prise en charge totale d'aluminium est significativement supérieure à la prise en charge

intracellulaire. En fait, il y a une concentration mesurable d'aluminium adsorbé au niveau des

parois cellulaires pour cette expérience (i.e., adsorbé : total - cellulaire). De plus, les résultats

montrent que les algues bioaccumulent davantage d'aluminium à une exposition de 1.3 pM qu'à

une concentration de 0.6 pM ou 0.3 pM d'aluminium seul (le point 6 présente une barre d'erreur

exagérée, puisqu'une des valeurs obtenues est aberrante (presque zéro)). Le tableau 3.4 présente

les résultats des analvses statistiques relatifs à la fieure 3.8.

Concentration ajoutée d'Al (prM)

Figure 3.8 : Prise en charge nefte de l'aluminium en fonction de difïérentes concentrations d'aluminium seul.
Cette expérience a été menée en triplicata (N : 3; trois fioles sacrifiées à chacune des concentrations
appliquées) sur une période de 90 minutes. Le pH était ajusté à 5.5 une journée avant le début de
I'expérience. Pour chacun des traitements, les algues ont été récoltées par centrifugation lors de leur phase
exponentielle de croissance.
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Tableau 3.4 : Tableau récapitulatif des statistiques de la figure 3.8 pour les concentrations 0.3,0.6 et 1.3 pM.

Les différences significatives entre deux points (P< 0.05) sont représentées par *, celles non-
significatives par X.

3.3.2 Expériences avec aluminium et fluorures

La figure 3.9 montre que les algues ne semblent pas bioaccumuler les fluoro-complexes

d'aluminium, puisque les trois niveaux d'exposition de cette expérience correspondent à 31 nM

d'aluminium libre et les deux derniers niveaux de contamination impliquent en plus des fluoro-

complexes d'aluminium (0.9 pM d'Al avec 2.5 pNl de F et 1.6 pM d'Al et 5 pM de F). En effet, il

n'y a pas d'augmentation significative de la bioaccumulation d'aluminium dans le dernier niveau

de contamination de cette expérience, où les concentrations en Al et en F correspondent à la plus

forte diminution de croissance lors des tests de toxicité (voir figures 3.54 et 3.5B). De plus, les

résultats suggèrent qu'il n'y ait pas de différence significative entre la prise en charge totale

d'aluminium et la prise en charge intracellulaire d'aluminium, ce qui pourrait laisser croire qu'il

n'y a pas eu d'aluminium adsorbé dans cette expérience. Cependant, les barres d'erreur sont très

grandes comparativement à celles de la figure 3.8 où il y avait difference significative enke I'A11o61

et l'Alç.nu1uir", donc les résultats ne peuvent pas être concluants quant à la présence d'Ala6ro.66 sur la

paroi cellulaire des algues.

La figure 3.10 présente une répétition de cette expérience de prise en charge de I'aluminium par

I'algue Chlorella, avec et sans fluorures. D'abord, il n'y a pas de différence significative au niveau

de la bioaccumulation d'aluminium de tous les traitements. Encore une fois, la hausse de la

concentration des fluoro-complexes d'aluminium ne semble pas mener à une augmentation

point 2 J 4 5 6

I

2 *

J X *

^ X

5 * *

6 X X X X T
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mesurable de la prise en charge d'aluminium. Cependant, les résultats montrent qu'il y a une

différence significative (p < 0.05) entre la prise en charge totale d'aluminium et la prise en charge

intra-cellulaire d'aluminium pour le premier et le demier niveau de contamination. Le tableau 3.5

présente finalement les résultats des calculs statistiques obtenus avec le logiciel SYSTAT relatif à

la figure 3.10"

Concentration en F ajoutée (pM)

l o
-{- Alro,",

--l- Alceilutaire

Concentration d'Al ajoutée (prM)

Figure 3.9 : Prise en charge nette de I'aluminium en fonction de différentes concentrations d'aluminium et de
fluorures. Cette expérience a été menée en triplicata (N : 3) sur une période de 90 minutes. Le pH était
ajusté à 5.5 une journée avant le début de I'expérience. La concentration de I'ion libre, Al'-, était maintenue
constante (31 nM). Pour chacun des traitements, les algues ont été récoltées par centrifugation lors de leur
phase exponentielle de croissance. Tous les points ne sont pas significativement différents entre eux
(P : 1.000), mis à part le point d'origine qui représente le témoin.
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Concentration en F ajoutée (pM)

l e
-f- Alrotrr

*  Alcet tuta i re

I z.s

1

Concentration d'Al ajoutée (pM)

Figure 3.10 : Prise en charge nette de I'aluminium en fonction de différentes concentrations d'aluminium et

de fluorures. Cette expérience a été menée en triplicata (N:3) sur une période de 90 minutes. Le pH était

ajusté à 5.5 une journée avant le début de I'expérience. La concentration de I'ion libre, Al'-, était maintenue

constante (3 1 nM). Pour chacun des traitements, les algues ont été récoltées par centrifugation lors de leur
phase exponentielle de croissance.

Tableau 3.5: Tableau récapitulatif des statistiques de la figure 3.10 pour les concentrations 0.3,0.6 et 1.6

pM. Les différences significatives entre deux points (P< 0.05) sont représentées par *, celles
non-significatives par X.
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Le tableau 3.6 présente les concentrations d'aluminium total dissous mesurées suite aux

expériences de prise en charge de I'aluminium seul et avec fluorures. Les résultats montrent que

les concentrations mesurées à I'expérience 1B sont semblables aux concentrations nominales (0.3

pM pour les trois temps :25, 50 et 90 min). Pour le reste des résultats, les concentrations mesurées

sont légèrement inférieures aux concentrations désirées; cependant, cette légère diminution de

concentration en Al par rapport à la concentration nominale est observée pour tous les traitements.

Tableau 3.6 : Résultats du dosage de I'aluminium total dissous à la fin des expériences de la partie B : Prise
en charge de I'aluminium avec et sans fluorures.

Concentration mesurée à la {in

4 I

Échantillon
Al total

pM

Témoin A 0.0

Témoin B 0.0

Témoin C 0.0

Temps I A 0.3
q)
I

\q)

x

Temps 1B o.2
Temps I C 0.3
Temps 2 A 0.3
Temps 2 B 0.3
Temps 2 C U . J

Temps 3 A 0.3
Temps 3 B 0.2
Temps 3 C 0.3

Témoin A 0 . 1

Témoin B 0.0
Témoin C 0.0

0.3 pM A 0.3

0.2

0.3

0 .5

0.4

ôt
c)
q)

o
\o)

X

0.3 trM B

0.3 pM C

0.6 rrM A
0.6 pM B

0.6 rrM C 0.4

1.3 pM A 1 . 0

1 . 3  p M B 1 . 0

1.3 pM C 1 . 0
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TémoinA
TémoinB

Témoin C
0.3 pM A
0.3 rrM B
0.3 pM C
0.9 uM A
0'9 uM e
0.9 rrM C
1.6 rrM A
1.6 pM B
1.6 pM C

0,0
0.0
0.0
0.2
0.2
0.2
0.7
0.7
0.7

ra
q)
a
()
L\0)

X

1 . 3
1 . 3
tr.2

Témoin A 0.0
Témoin B 0.0
Témoin C 0.0

r
q)
c)
q)

\€)
X

0.3 rrM A 0.2
0.3 pM B 0.2
0.3 uM C 0.3
0.9 pM A 0.8
0.9 rrM B 0.8
0.9 pM C 1.0
1.6 rrM A 1 . 3
1 . 6  p M B 1.3
1.6 pM C 1 . 4

* Limite de détection de I'appareil : I 1tg/L (37 nM)

**Limite de quantification de l'appareil : 5 trtg/L (185 nM)



CHAPITRE 4z DISCUSSION

4.1 Aspects méthodologiques

Dans cette étude, il y a eu plusieurs modifications au protocole afin d'optimiser la fiabilité des

résultats. D'abord, nous avons eu certains problèmes avec la procédure de lavage et de récolte des

algues par centrifugation (procédure utilisée dans le travail de Parent (1991)). Nos premiers essais

avec la centrifugation ont donné des rendements variables et souvent très faibles. Nous avons réussi

à faire une expérience de toxicité avec des algues récoltées par centrifugation (figure 3.3), mais

ensuite il a fallu adopter la technique par filtration (figures 3.4 -> 3.6) pour les autres expériences

de toxicité (partie A).

Pour être en mesure de suiwe la prise en charge de l'aluminium chez C. pyrenoidosa (partie B),

il nous faillait une méthode plus douce que la filtration utilisée dans la partie A de cette étude.

Nous avons investi beaucoup de temps à développer un protocole de centrifugation qui ne menait

pas à des pertes de biomasse importantes. Les modifications clés ont été d'appliquer une plus

faible vitesse de rotation (force de G moindre), de changer le rotor de la centrifugeuse afin de

permettre aux tubes d'atteindre un angle horizontal de 180 degrés, ce qui minimisait les pertes

d'algues sur les parois des tubes, et frnalement de changer la nature même des tubes (i.e., favoriser

les tubes en Téflon).

Grâce à ces changements, la centrifugation est redevenue la méthode la plus appropriée pour

récolter de grandes biomasses algales. Si on compare les figures 3.3 (centrifugation préalable) et

3.4 (filtration préalable), on note que la centrifugation semble plus < douce )) comme technique de

pré-concentration, c'est-à-dire que les algues n'ont montré aucune phase de latence au début de

leur croissance dans les milieux témoins. Dans le cas de la filtration préalable (figure 3.4), on note

une baisse considérable du nombre d'algues au cours de la première journée, témoignant d'un

certain stress associé à l'étape de filtration. Signalons, cependant, qu'après cette baisse initiale, les

algues << survivant > à la filtration ont poussé aussi bien que celles récoltées par centrifugation (cf.

figure 4.1).
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De plus, la méthode analytique standard par autoanalyse à flux continu et colorimétrie au

catéchol violet (méthode servant à doser l'aluminium monomère total et monomère organique) n'a

pas pu être utilisée dans cette étude, parce que les limites de détection obtenues avec nos solutions

de travail n'étaient pas assez basses pour nos besoins. En effet, la méthode par colorimétrie

procure beaucoup d'informations au niveau de la spéciation de I'aluminium, mais les

concentrations utilisées dans cette étude étaient trop faibles pour qu'on puisse les doser avec cet

appareil. Pour résoudre ce problème, une méthode < artisanale >> a été élaborée à partir d'une

colonne avec une résine échangeuse d'ions jumelée manuellement à un appareil ICP-AES pour le

dosage de I'aluminium total et organique (voir figxe 2.4). Cette méthode a permis de doser

l'aluminium total dissous et l'aluminium non-échangeable dans les diffprents milieux d'exposition.

Des expériences antérieures (Campbell et al., 1984; Driscoll et Schecher, 1990) ont montré que

1'aluminium dissous non-échangeable correspond normalement à l'aluminium organique, fortement

complexé.

Au niveau des tests de toxicité, plusieurs expériences ont été réalisées pour obtenir une bonne

reproductibilité des résultats, puisque les concentrations utilisées lors des tests étaient très faibles

(i.e., à des concentrations traces) et Chlorella elle-même était difficile à utiliser, étant très sensible

aux différentes manipulations. En fait, plusieurs expériences préliminaires ont donné des résultats

intraitables, ce qui a rallongé la durée du projet.

4.2 Comparaison des résultats avec la littérature

4.2.1Partie A : Toxicité des fluoro-complexes d'aluminium

Dans la littérature, plusieurs indicateus de croissance sont utilisés dans les expériences de

toxicité avec les algues. Parmi les plus fréquemment utilisés, on retrouve la biomasse finale

(cellules/ml), le taux de croissance maximal (p max) et l'aire sous la courbe de croissance (A).

Chacun de ces paramètres de croissance intègre des processus physiologiques qui sont souvent

différents (Nyholm, I 985).

Le paramètre de croissance le plus utilisé est la biomasse finale (cellules/ml), puisque c'est un

paramètre facile à obtenir, il est sensible et il permet de calculer la concentration effective qui

diminue la biomasse finale d'un pourcentage choisi (ex. 50 ou 30%) par rapport au témoin

(Nyholm, 1985). Par contre, le paramètre de biomasse après 4 jours d'incubation n'est pas

tellement reproductible. Pour cette raison, il n'a pas été utilisé comme indicateur de croissance

absolu pour la suite de l'interprétation des résultats.
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Le taux de croissance maximal (p max) est préferable à la biomasse algale frnale en raison du

caractère spécifique du mode exponentiel de croissance des algues. En effet, le taux de croissance

maximal est spécifique d'une espèce à l'autre, Il rend compte des caractéristiques de croissance

intrinsèque à une espèce. En fait, il se mesure facilement en laboratoire sous des conditions

optimales et contrôlées. Cependant, Nyholm (i985) estime qu'il existe une grande incertitude

associée aux transformations log des faibles densités cellulaires. C'est pourquoi il suggère de ne

pas transformer en log les densités cellulaires initiales.

L'indicateur de croissance utilisé dans ce travail est I'aire sous la courbe (A). Cette méthode

intègre le stress subit par les algues sur toute la période de croissance. La procédure utilisée

s'inspire de celle mentionnée dans Wong et Couture (1986), en additionnant l'aire entre les points

successifs d'une courbe. L'aire sous la courbe est calculée par f intégration de trapézoïdes

successifs qui équivalent à la construction d'une courbe de croissance en liant les points avec une

ligne. C'est un paramètre très sensible et pour des fins de comparaison avec la littérature, nous

avons utilisé cet indicateur de croissance.

4.2.1,1 Expériences avec aluminium seul

Les mécanismes de toxicité de l'aluminium changent en fonction des concentrations présentes

dans le milieu d'exposition. À ae faibles concentrations en aluminium, l'algue a tendance à

séquestrer l'aluminium intracellulaire dans des vésicules de polyphosphate comme processus de

détoxication. Après quelques jours de croissance (3 - 4),la demande en phosphore devient plus

critique pour assurer le maintien et la croissance des algues, puisque le phosphore inteme n'est plus

disponible, étant associé à l'aluminium dans les vésicules (Parent, 1991). Ce phénomène implique

une diminution de l'utilisation du phosphore inteme pour certaines activités biochimiques vitales

(i.e., réduction de l'activité de I'acide phosphatase, inhibition de la synthèse d'ATP) (Gensemer et

Playle, 1999).

De façon générale, l'aluminium a été hès toxique pour l'algue verte C. pyrenoidosa. Peu

importe la façon de recueillir les algues, l'aluminium a causé un effet toxique mesurable sur le

développement cellulaire subséquent de cette algue unicellulaire. Dans la littérature, il y a

plusieurs études qui ont démontré l'effet toxique de l'aluminium seul sur differents producteurs

primaires (Kinraide et Parker, 1987; Parker et a1., 1988; Kinraide et Parker, 1989; Parent et

Campbell, 1994). Selon Parent et Campbell (1994),1a concentration à laquelle la croissance de C,

45
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pyrenoidosa diminue de 30% (CE3s après 96 heures) est égale à 53 pglL d'aluminium monomère

(2.0 pM) à pH 5.5. Dans notre étude, la valeur de la CEgo en absence de fluorures est égale à 18

pgll, d'aluminium dissous (limites de confiance à 95% de 15 à 20 p{L) pour le même pH (i.e.,

0.66 (0.55 - 0.74) pM d'Al dissous). La valeur de la CE3s obtenue dans cette étude est semblable à

celle obtenue par Helliwell et al. (1983) où une concentration de 15 pgll- d'aluminium dissous (i.e.,

0.60 pM d'Al dissous) à pH 5.4 inhibait de 50% la croissance des algues en solution. Dans notre

cas, les algues utilisées ont montré une plus grande sensibilité que dans l'étude de Parent et

Campbell (1994).Il se peut que ce soit parce que l'ensemble des tests de toxicité de cette étude a

été réalisé à partir d'une toute nouvelle souche d'algues de l'Université de Toronto (UTCC 89) et

qu'aucun processus d'acclimatation à I'aluminium n'a pu se produire. En effet, Chlorella a été

cultivée et transférée uniquement dans des fioles Erlenmeyers en polycarbonate pour éviter toute

contamination ou acclimatation à l'aluminium, ce qui pourrait expliquer une plus grande sensibilité

des algues dans notre cas. Deuxièmement, les algues utilisées dans les expériences de croissance

de Parent (1991) étaient centrifugées au lieu de filtrées comme dans notre cas; il était donc

plausible que les algues des expériences de Parent (1991) étaient moins stressées que celles

utilisées dans notre projet de recherche. Cependant, la figure 4.1 montre que l'aire sous la courbe

(A) obtenue dans nos expériences est légèrement plus élevée que celle obtenu par Parent (1991), ce

qui indique que la filtration préalable n'a pas causé d'inhibition ou de stress à long terme.

Cette analyse de la croissance algale confirme que malgré un taux de croissance légèrement

supérieur pour nos expériences, nos algues ont été plus sensibles à l'aluminium que celles de

Parent (1991). En fait, la figure 4.1 confirme que c'est waiment la sensibilité des algues, et non

pas des différences de croissance algale entre les témoins, qui expliqueraitla différence au niveau

des valeurs de CE3e à pH 5.5 après 96 h d'exposition. Par ailleurs, Parent (1991) a utilisé la

centrifugation comme technique de pré-concentration contrairement à la filtration dans notre cas.

Vraisemblablement, il devait y avoir davantage d'exsudats transférés dans le milieu d'exposition et

davantage de complexation dans le cas de Parent (1991), car la centrifugation enlève moins bien les

exsudats que la filtration lors de l'étape de pré-concentration des algues. Cette plus grande quantité

d'exsudats et une plus grande complexation de I'Al (tAl'.] J; dans les milieux d'exposition de

Parent (1991) arnaient eu aussi pour effet de < diminuer la biodisponibilité du métal en solution >>"
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Figure 4.1 :Aire sous la courbe (A) des témoins de chacune des expériences portant sur la toxicité des
fluoro-complexes d'aluminium sur I'algue verte Chlorella pyrenoidosc à pH 5.5 (inoculum égal à 100000
cellules/ml). La dernière bande correspond à l'aire sous la courbe obtenue par Parent (1991) sous les mêmes
conditions de croissance.

Gensemer et Playle (1999) ont fait une revue de littérature exhaustive sur la biodisponibilité et

la toxicité de I'aluminium en milieu aquatique et ils arrivent à la conclusion que les Chlorophyceae

(dont C. pyrenoidosa) sont des algues relativement sensibles à I'aluminium. À des pH entre 5.5 et

6, la toxicité est forte puisque la proportion d'aluminium présente sous forme d'Al3* est

appréciable (ex. 10% à pH 5.5) et la compétition de ce métal avec I'ion H* est relativement faible.

En fait, la toxicité de I'aluminium est surtout dépendante du pH, puisque le proton compétitionne

avec l'aluminium pour les sites de complexation au niveau de la membrane cellulaire des algues à

bas pH, et à pH élevé, la spéciation de I'aluminium dissous change et sa toxicité (exprimée en

terme d'Al-dissous) diminue (Parent et Campbell,1994; Gensemer et Playle, 1999).

Dans la figure 3.3,|a réponse toxique des algues à la présence d'aluminium a été plus grande

que la réponse toxique de ces dernières dans la figure 3.4. De plus, on note une diminution

marquée de la croissance cellulaire après 2 jours d'exposition, même dans le témoin. Cette chute

de croissance cellulaire précoce peut s'expliquer par le fait que les algues utilisées dans cette

expérience ont été récoltées un peu tard dans leur phase exponentielle de croissance (i.e., au jour

5); donc, leur réserve intracellulaire de phosphore était probablement insuffisante pour soutenir une

croissance algale pendant cinq jours. En effet, les algues ont été récoltées au cinquième jour de

croissance, parce que nous avions besoin d'une biomasse suffisante dans les milieux de culture

avant le début des tests. Malgré cette carence en phosphore occasionnée par une récolte tardive des
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algues, l'expérience lA (figure 3.3) a néanmoins donné des résultats utiles, lesquels ont été

confirmés par ceux de I'expérience 2A (figure 3.4). Dans cette seconde expérience, la croissance

algale a chuté considérablement au jour 1 pour remonter par la suite, conséquence de la filtration

des algues avant l'exposition. La procédure de filtration semble provoquer un grand sffess pour ces

algues, malgré les précautions que nous avons prises (pression < que 130 mm de Hg, algues

gardées humides sur les filtres, etc.). Cependant, la population de C. pyrenoidosa a récupéré

rapidement suite à ce sftess. Donc, la technique par filtration s'est avérée le meilleur compromis

pour recueillir et rincer les algues avant le début des expériences de toxicité de l'aluminium,

puisque la technique par centrifugation utilisée à cette époque ne fonctionnait pas.

La figure 4.2 montre que l'aluminium a eu un impact plus grand sur la croissance de l'algue

dans l'expérience 1A que dans l'expérience 2A. Cette difference au niveau de la croissance serait

expliquée par le fait que les algues utilisées à l'expérience 1A étaient plus vieilles (i.e., récolte

tardive au niveau de leur phase exponentielle de croissance) et moins aptes à tolérer cette

exposition à 1' aluminium.
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Figure 4.2 : Inhibition de la croissance algale à pH 5.5 en fonction de la concentration totale nominale
d'aluminium. L'inhibition est exprimée en pourçentage de croissance par rapport au contrôle .
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4.2.1.2 Expériences avec aluminium et fluorures

Les résultats de toxicité obtenus avec I'aluminium et les fluorures vont dans le même sens que

les résultats obtenus par Wilkinson et al. (1990). À une certaine concenffation en aluminium (1.6

pM) et en fluorures (5 pM), on peut voir une toxicité attribuable aux fluoro-complexes

d'aluminium sur la croissance des algues. Selon Wilkinson et ses collaborateurs (1990), les fluoro-

complexes d'aluminium causeraient un effet toxique mesurable sur le saumon Atlantique juvénile,

mais moindre que celle de I'aluminium seul. Les expériences 4A et 5A ont montré qu'avec une

concentration constante d'aluminium libre (égale à 31 nM), la toxicité de l'aluminium était

fonction de f ion libre Al3*, sauf dans le cas où la concentration en fluoro-complexes d'aluminium

dans le milieu était la plus élevée. En fait, ces résultats ont montré que l'ion F- peut atténuer

parfiellement I'effet toxique de l'aluminium sur l'algue verte C. pyrenoidosa, puisque l'ajout

conjoint d'aluminium et de fluorures n'a pas d'effet sur la croissance de l'algue à de faibles

concentrations. Cependant, les fluoro-complexes d'aluminium ont montré une certaine toxicité à

de plus fortes concentrations en Al et en F complexés.

Pour les plantes terrestres exposées à l'aluminium, deux études ont montré que l'ion F avait un

effet protecteur, pour le blé (Maclean et al, 7992) et pour l'orge (Cameron et al., 1986). Les

concentrations en AlFn(3-n) dans ces expériences variaient entre 0 et 100 pM d'Al1et entre 0 et 200

pM de Fr. Ces auteurs affirment que les fluoro-complexes d'Al n'ont pas d'effet sur la croissance

de ces deux plantes, Cependant, Kinraide (1997) a montré que les fluoro-complexes d'aluminium

pouvaient causer une certaine toxicité pour le b|é (Triticum aestivum L.), mais que la toxicité était

plus faible que celle de l'ion libre Al3*. Du même avis, Stevens et al. (1997) ont démontré qu'il y

avait une atténuation de la toxicité de l'aluminium en présence de fluorures, mais que les fluoro-

complexes d'aluminium pouvaient néanmoins contribuer à I'effet toxique sur la tomate et sur

l'avoine. Une autre étude sur les plantes, mais en milieu aquatique cette fois-ci, a montré que les

fluoro-complexes d'aluminium contribuaient à la prise en charge de I'aluminium chez les espèces

suivantes : le potamot (Potamogeton oakesianus),le myriophylle (Myriophyllum exalbescens),la

quenouille (Typha latifolia) et le rubanier (Sparganium sp.). Cette étude ne portait cependant pas

sur la toxicité des fluoro-complexes d'aluminium, mais sur la séquestration de ce métal par des

plantes aquatiques pour réduire la teneur en Al dans les effluents d'aluminerie (Gallon et al., article

sous presse).
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Ces résultats sont généralement en accord avec ceux de Wilkinson et al. (1990), qui ont

démontré que les fluoro-complexes d'aluminium pouvaient amener une toxicité résiduelle en plus

de celle de l'ion libre chez des tacons (âge 1 an et plus) du saumon Atlantique. De même, dans

leur étude de la toxicité de l'Al envers des alevins de saumon Atlantique, Hamilton et Haines

(1995) ont montré que l'ajout d'une faible concentration de fluorures à une solution d'aluminium

avait un effet protecteur sur l'évaluation de la toxicité de l'aluminium à pH acide et à faible

alcalinité. Cependant, un plus grand ajout de fluorures ne diminuait pas la toxicité de I'aluminium

dans leurs expériences, ce qui laisse croire qu'une grande quantité de fluoro-complexes

d'aluminium provoquerait un effet toxique en plus de la toxicité de l'ion Al3* libre.

Pour les amphibiens, il y a peu d'études qui ont porté sur le sujet. Cependant, 1'étude de Clark et

LaZerte (1985) a montré que les fluoro-complexes d'aluminium étaient tout aussi toxiques que

l'ion libre Al3* chez les æufs et les larves du crapaud américain (Bufo americanus) et de la

grenouille des bois (Rana sylvatica). Ces résultats montrent que les fluoro-complexes d'aluminium

pourraient peut-être avoir un plus grand effet sur les amphibiens que sur les poissons.

À la lumière de cet examen de la littérature, il n'y a pas de consensus à propos de la toxicité des

fluoro-complexes d'aluminium. Cependant, il y a une tendance qui montre que les fluorures

atténueraient partiellement la toxicité de l'aluminium, mais que les fluoro-complexes d'aluminium

montreraient une certaine toxicité pour différents niveaux trophiques (i.e., algues, plantes terrestres,

poissons, amphibiens) lorsque présents à de fortes concentrations. Les résultats obtenus aux

expériences 3A et 4A (figures 3.5A et 3.5B) vont dans le même sens, c'est-à-dire que les fluoro-

complexes d'aluminium ont été toxiques à de fortes concentrations en Al et en F (i.e., au-delà d'un

certain seuil de concentration). Signalons que la chute marquée de la croissance algale après une

journée d'exposition (figures 3.5A et 3.58) a été provoquée par la filtration des algues avant le

début de I'expérience.

4,2.2 Conditions expérimentales durant I'exposition

I-e tableau 3.1 a montré que les concenfiations mesurées en aluminium total correspondaient

bien aux concentrations nominales fixées au départ" En effet, les concenfations en aluminium

variaient très peu du début jusqu'à la fin des expériences, ce qui veut dire que l'exposition a été

constante dans toutes les expériences de la partie A de cette étude. Un manque de constance au

niveau des concentrations en Al aurait pu influencer la spéciation de ce métal et du même coup
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biaiser la réponse toxique. Cependant, les résuftats ont montré que les concentrations nominales en

Al ont été respectées et la spéciation de I'aluminium aussi, ce qui augmente la validité des résultats.

Pour les expériences 1A et 2A, les résultats de toxicité et de dosage de l'aluminium ont montré que

la croissance de l'algue décline avec une augmentation de l'aluminium mesuré. L'expérience 5A

montre que les résultats pouvaient être reproduits lorsque les conditions expérimentales étaient

constantes tout au long de l'expérience. Même à une très faible concentration en aluminium (i.e.,

0.6 pM), on peut voir que l'aluminium a un effet toxique marqué sur la croissance de cette algue.

Avec I'ajout de fluorures (i.e., expériences 3A et 4A),les résultats toxicologiques et chimiques

(spéciation de l'aluminium) ont montré qu'il existe un seuil de toxicité pour les fluoro-complexes

d'aluminium sur la croissance de Chlorella. En effet, ces résultats con{irment que les quantités

d'Al ajoutées étaient conformes à ce qui avait été fixé au départ, que les conditions expérimentales

étaient constantes pendant les quatre jours d'exposition et qu'il y avait très peu d'aluminium

organique au jour 4. Il aurait été intéressant de doser les concentrations ajoutées en fluorures

durant ces expériences, mais les concentrations en F étaient trop faibles pour la sensibilité des

appareils disponibles (i.e., électrodes sélectives, chromatographie ionique, ...).

Le tableau 4.1 présente les concentrations des différents complexes AlF,(3-) présents dans les

milieux d'exposition en fonction des concentrations ajoutées en Al et en F. D'abord, il est à noter

que la concentration de l'ion libre Al3* présent dans le milieu d'exposition était constant pour tous

les traitements (A13* = 31 nM). Cependant, en ajoutant conjointement Al et F aux milieux, tout en

gardant la concentration d'A13* constante, on assiste à des changements importants dans les

proportions relatives des différents complexes AlFn(r-"). D'abord, la concentration en AlF2* est

celle qui varie le moins, de 235 nM à 660 nM (i.e., par un facteur de 2.8x), et sa contribution à la

spéciation de l'aluminium dissous demeure à peu près constante (39-43%). La concentration en

AlF2* varie davantage, de 83 nM à 633 nM (i.e., par un facteur de 7.7x), et sa contribution à la

spéciation de I'aluminium dissous augmente progressivement de 14 à 40%. Finalement, la

concentration en A1F3 demeure très faible dans les traitements 2 et 3 (i.e., inférieure à 4 nM et

inférieure à IYo en Alai.,o*), mais augmente au traitement 4 (i.e., par un facteur de 5.25x), tout en

demeurant relativement peu important comme espèce contribuant à l'aluminium dissous (1%).

Peut-on relier ces changements de spéciation aux résultats de toxicité? D'abord, la proportion

d'Al66ro* sous la forme AlF2* ne changent pas beaucoup entre les traitements 2,3 et4, alors que la

toxicité des fluoro-complexes augmente en passant du traitement 3 au traitement 4. Cependant, la

concentration du complexe AlF2* augmente considérablement entre les traitements 3 et 4 (i.e., de

5 1
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387 nM à 659 nM), ce qui veut dire que ce fluoro-complexe d'Al peut très bien contribuer à

l'augmentation de la toxicité de 1'A1 sur C. pyrenoidosa. D'autre part, les deux autres complexes

AlFn(r-n) (AlF2* et AlFs) montrent des changements plus importants entre les traitements 2,3 et 4, ce

qui porte à croire que l'un ou l'autre de ces complexes pourrait également se trouver à I'origine de

la toxicité accrue observée au ffaitement 4. I1 est à noter que le complexe AlF: est

électrochimiquement neutre; à première vue, on pourrait peut-être penser que cette forme neutre

traverserait la membrane cellulaire de I'algue et exercerait directement sa toxicité sans devoir

passer pas un transporteur. Cependant, même si le complexe AlFr est neutre, il n'est certainement

pas lipophile; les liaisons entre les ions F- et l'Al3* gardent un caractère ionique et le complexe

AIF: demeure kès hydrophile. L'étude réalisée par Kinraide (1997) a montré que le complexe

AlF30 n'est pas toxique pour differentes espèces de plantes terrestres (i.e., orge (Hordeum vulgare),

b\é (Triticum aestivum) et autres), ce qui laisse croire que les complexes AlF2* et AlF2* seraient les

principaux acteurs au niveau de I'effet toxique des complexes AlFn(3-n) dans cette étude.

Tableau 4.1 : Spéciation de I'aluminium dans les expériences 3A et 4A portant sur la toxicité de I'aluminium
avec et sans fluorures (calculé à partir du logiciel MINEQL+ 4.5).

Traitement I Traitement 2 Traitement 3 Traitement 4

Alr 0.3 pM Alr 0.6 pM, Fr 1.5 pM Alr 0.9 FM, Fr 2.5 pM Alr 1.6 pM, !L5_-SM

Nom t l , n M Nom l l , n M  %  N o m  [ ] , n M  %
[  ] ,

Nom nM %

Al3* 3 l 29 5 Al3* 3 2 4

A(OHf'�(+2) 72 12 A(OHr'�(+2) 77 9 A(OH).2 (+2)

A(OH)2. (+t) 160 26 A(OH)r+ (+l) 170 19 AI(OH)2. (+l)

AIF*2 (+2) 23s 39 AtF*21+z; 387 43 AIF*2 (+2)

A1F2* (+l) 83 t4 AlF2* (+1) 208 23 AtF2+ (+1)

AIF: (aq) I <l AlF: (aq) 4 <l AlF3 (aq)

Al3* Al3* 3 0 2
7 4 5
t62  l0

659 4r

633 40
2 t l

Al Total

F Total

0.3 pM Al Total

F Total

Al Total

F Total

1.6 pM

5 ttM

0.6 pM Al Total 0.9 pM

1.5 [trM F Total 2.51tM

Le tableau 4.2 ftpertorie les principales études portant sur la toxicité des fluoro-complexes

d'aluminium. Ces résultats semblent montrer que le complexe AlF2* serait le plus toxique, suivi du

complexe AlF2*. Nos résultats montrent que ce serait les complexes AIF*2 et I ou AlF2* qui

contribueraient à la toxicité de l'aluminium pour l'algue verte C. pyrenoidosa.
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Tableau 4.2:Evaluation de la toxicité des fluoro-complexes d'aluminium dans différentes études publiées.

Référence Complexe(s) causant la toxicité

selon les auteurs
Organisme à l'étude
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Notre étude

Wilkinson et al. (1990)

Hamilton et Haines (1995)

Clark et LaZerte (1985)

Kinraide (1997)

Algue verte
(Chlorell a pyrenoidos a)

Saumon Atlantique
(Salmo salar)

Saumon Atlantique
(Salmo salar)

Crapaud am&icain (Bufo
americanus) et grenouille
des bois (Rana sylvatica)

Orge (Hordeum vulgare)

AIF*2 , AlF2+

AIF*2 > AlF2*

AlF2n

A1(F),.
spéciation non-déterminée

AIF*2 > AlF2*

Après avoir montré que les fluoro-complexes d'aluminium peuvent être toxiques pour I'algue

verte C. pyrenoidosa, passons à l'étude de la cinétique de bioaccumulation de l'aluminium avec les

fluorures

4.2.3 Partie B : Prise en charge de I'aluminium en présence de fluorures

4.2.3.1 Expériences avec aluminium seul

La figure 4.3 présente, à titre indicatif, des courbes de cinétique théoriques pour la

bioaccumulation d'un métal par une algue d'eau douce. En fait, le métal se fixe à la surface des

algues en suspension jusqu'à ce que les sites de complexation de surface soit saturés (i.e., après

quelques heures). Lorsqu'il y a saturation des sites d'adsorption au niveau de la surface cellulaire,

un plateau est atteint et la seule prise en charge possible est par absorption du métal à I'intérieur de

la cellule (i.e., courbe pleine). La concentration totale de métal bioaccumulé est égale à la

concentration intracellulaire plus la concentration adsorbée à la surface cellulaire des algues

(Parent 1991). Les résultats présentés à la figure 3.7 montrent que la prise en charge était rapide et

qu'après 20 minutes, les sites de complexation au niveau de la paroi cellulaire étaient saturés,
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puisqu'il y a présence d'un plateau au niveau de la courbe (figure 3.7). Ces résultats sont en accord

avec ceux de l'étude de Parent (1991), qui a montré que la cinétique de bioaccumulation de

l'aluminium était hès rapide et qu'après les premières heures d'exposition, la bioaccumulation était

négligeable. De plus, Parent (1991) a montré que la prise en charge en aluminium était très faible

(i.e., inférieure à 10 pmol/m2) à pH 5.5 pour une exposition à 0.3 pM d'Al pendant 4 heures, ce qui

est comparable aux résultats obtenus à I'expérience 18.

Temps (our)

Figure 4.3 : Cinétique de bioaccumulation théorique d'un métal par une algue (adaptée de Parent, l99l).

Les résultats de la présent étude ont également montré une faible prise en charge d'aluminium

(inférieure à 20 pmollrÊ d'Al) pour des expositions supérieures à 0.3 pM d'Al (i.e., entre 0.6 et 1.3

pM d'Al total). Si on compare les figures 3.7 et3.8 entre elle, on peut voir que la valeur de prise

en charge après 90 minutes d'exposition à une concentration de 0.3 pM d'Al est légèrement

inférieure à la figure 3.7 par rapport à la valeur obtenue à la figure 3.8. La spéciation de

l'aluminium ne peut pas expliquer cette variation au niveau de la prise en charge, puisque

l'aluminium mesuré en laboratoire corespond à l'aluminium nominal fixé avant les tests. Même

dans l'étude de Parent (1991), la valeur de prise en charge d'Al variait grandement; il ne faut pas

oublier que ces expériences ont été réalisées avec des organismes vivants et que l'état
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physiologique des algues peut faire varier significativement la prise en charge de ce métal. En

effet, les algues de la figure 3.7 peuvent avoir subi un plus grand stress que celles de la figure 3.8

lors des multiples manipulations d'une même expérience.

Au niveau de l'aluminium adsorbé aux cellules algales (i.e., Al total - Al cellulaire), on peut

voir que la prise en charge sous cette forme est négligeable à la figure 3.7, tandis qu'elle ne l'est

pas à la figure 3.8. L'erreur analytique peut être une des raisons pour laquelle on ne distingue pas

de différences significatives entre l'Al total et l'Al intracellulaire à la figure 3.7. En comparant le

demier point de la figure 3.7 avec le premier de la figure 3.8 (i.e., une exposition à 0.3 pM

d'aluminium pendant 90 min), on peut voir que les résultats se ressemblent, mais que les barres

d'erreur sont beaucoup plus grandes à la figure 3.7 . En effet, les résultats obtenus par Parent (1991)

ont montré qu'il y avait une grande variabilité entre ses expériences, la valeur d'aluminium adsorbé

pouvant être élevée ou presque nulle, comme c'est le cas dans nos expériences.

La décision d'utiliser une durée de 90 minutes d'exposition pour l'ensemble des expériences de

prise en charge fait suite à I'analyse des résultats obtenus dans l'étude de Parent (1991). La prise

en charge d'aluminium est assez rapide, puisque après 4 heures, la bioaccumulation d'aluminium

plafonne (tout comme le démontre l'apparition d'un plateau à la figure 3.D. À pH 5.5, le proton

n'interfèrerait pas trop au niveau de la prise charge, ce qui fait que le processus est rapide. Il est

important de noter que tous les résultats obtenus dans la section prise en charge font abstraction de

la croissance algale; donc, nous avons pris pour acquis que la densité cellulaire ne variait pas entre

le début etla ftn de l'expérience (i.e., 90 min d'exposition au total).

4.2.3.2 Expériences avec aluminium et fluorures

Selon l'étude de Wilkinson et ses collaborateurs (1990) réalisée avec des tacons de saumon

Atlantique, les fluoro-complexes d'aluminium n'entrent pas dans les cellules, mais se lient à la

membrane apicale des cellules de branchies, provoquent des dérèglements importants au niveau de

l'osmorégulation et réduisent la concentration en sodium plasmatique du poisson. Donc, on aurait

pu s'attendre à un phénomène semblable avec C. pyrenoidosa, c'est-à-dire que les fluoro-

complexes d'aluminium aurait pu s'adsorber fortement à la paroi cellulaire des algues et nuire à

leur développement. En effet, les deux organismes possèdent une membrane cellulaire formée de

plusieurs constituants communs, comme les lipides et les différentes protéines (de transport,

périphériques et intégrales) qui constituent une membrane. D'un point de vue biochimique, les
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deux organismes ont des points en commun, donc on aurait pu s'attendre à des phénomènes

toxicologiques semblables.

L'ajout conjoint de fluorures et d'aluminium dans les expériences de prise en charge a fait que

les concentrations en aluminium libre 1A13*) étaient constantes pour tous les traitements des

expériences 38 et 4B (voir tableau 4.1). En analysant ces résultats, on peut voir qu'il n'y a pas eu

de prise en charge d'aluminium accrue pour le ffaitement qui a causé une toxicité attribuable aux

fluoro-complexes d'aluminium dans la partie A du projet de recherche (voir figures 3.5A et 3.58).

En d'autres termes, la toxicité des fluoro-complexes d'aluminium (traitement 1.6 pM d'Al et 5 pM

de F) ne serait pas attribuable à une plus grande prise en charge d'aluminium.

Les analyses chimiques ont démontré que les concentrations mesurées en Al (environ 1.3 pM)

étaient inférieures à la concentration nominale en aluminium égale à 1.6 pM pour les tests sur la

prise en charge. Au niveau des fluorures, les concenffations étaient trop faibles pour qu'on puisse

les mesurer. À ta partie A, les conditions expérimentales ont été respectées, c'est-à-dire que la

valeur d'aluminium mesurée était la même que celle fixée avant l'expérience. À ta partie B,

cependant, la concentration mesurée en Al total était plus faible que la concentration attendue; ce

( manque > d'aluminium pourrait expliquer le fait que la prise en charge ne soit pas supérieure

pour le traitement nominal le plus élevé en Al et F aux figures 3.9 et 3.10. En d'autres termes, les

différences au niveau des concentrations et de la spéciation de I'aluminium entre les expériences de

la partie A et la partie B de l'étude pourraient être une raison pour laquelle on ne décèle pas

d'accumulation accrue de I'aluminium dans le demier traitement ([Al]r : 1.6 FM, [F]t : 5 pM).

Cependant, compte tenu de la variabilité des concentrations d'aluminium accumulées pour un

traitement donné, il aurait fallu que les differences de concentration en Al bioaccumulé soient

plutôt importantes pour être mesurables. Autrement dit, la méthode utilisée pour analyser la prise

en charge de l'aluminium n'est pas assez reproductible pour détecter des differences significatives

au niveau de la bioaccumulation de l'aluminium à d'aussi faibles concentrations d'aluminium et de

fluorures ajoutées. En effet, il aurait fallu un plus grand écart entre les quantités d'aluminium

ajoutées afin de pouvoir le détecter. Par contre, il est possible que les complexes AlFn

extracellulaire aient pu affecter certaines fonctions associées au transport membranaire sans qu'il y

ait une augmentation d'Al pris en charge. De plus, il est possible que I'augmentation des

complexes AlF, induit une augmentation de la prise en charge de F seulement (i.e., qu'il y est

scission de la molécule lors du passage à travers la membrane). Néanmoins, les résultats obtenus

ne nous permettent pas de statuer sur la question.
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4.3 Applicabilité ou non du modèle de I'ion libre (ligands

inorganiques et organiques monomères)

D'après Morel (1983), f ion métallique libre (Mz*) ou I'aquo-ion joue un rôle central dans la

détermination de la prise en charge, de la nutrition et de la toxicité de tous les métaux traces

présents sous forme cationique. Selon le modèle I'ion libre (récemment renornmé modèle du

ligand biotique, ou BLM), la réponse biologique d'un organisme cible serait proportionnelle à la

concentration de la forme libre du métal (Mz*) en solution (Campbell, 1995). Ce modèle a été

développé pour les milieux marins, où le pH et la dureté ne varient pas beaucoup. En I'appliquant

aux eaux douces, on s'est rapidement rendu compte qu'il fallait aussi tenir compte des effets

compétitifs provoqués par f ion [H*] et les cations majeurs (tca.] et [Mg2*]) - voir Campbell et

Stokes (1985), Croteau et al. (1998), Meyer etal. (1999). En effet, dans les eaux acides ou dans les

eaux dures, les métaux traces s'avèrent moins biodisponibles que prévu, grâce à une compétition

entre les ions H*, Cazo,}dg2*, et f ion métallique libre M"*.

Outre ces effets de compétition entre cations, il y a aussi d'autres < exceptions )) au modèle de

I'ion libre" D'abord, des études avec des ligands biologiquement assimilables (L") ont montré que

les complexes de type MLo pouvaient participer, dans une certaine mesure, à I'accumulation totale

d'un métal. Dans de tels cas, la prise en charge du métal est alors plus élevée q.re prélue par le

modèle de l'ion libre (i.e., MIL), mais à des concentrations équivalentes, le complexe reste

toutefois moins disponible que f ion métallique libre (exemples de ligands assimilables, de faible

poids moléculaire, tels que les acides aminés ou bien le citrate (Enécalde et a1., 1998 ; Errécalde et

Campbell, 2000; Campbell et a1., 2002)). De plus, certains chercheurs ont démontré que les

complexes métalliques lipophiles ne suivent pas le modèle de l'ion libre. En effet, les complexes

organiques lipophiles sont beaucoup plus biodisponibles que le métal libre e:t leur présence

augmente de façon drastique la prise en charge d'un métal par les organismes. On pense ici à des

ligands tels le diéthyldithiocarbamate,les xanthates ou bien les oxines (Poldoski, 1979; Florence et

Stauber, 1986; Phinney et Bruland, 1994, 1997a et 1997b; Croot et a1., 1999)"

Au niveau des fluoro-complexes d'aluminium, l'étude de Wilkinson et al. (1990) est aussi un

bel exemple d'exception au modèle de l'ion libre. Dans le même sens, l'article de Kinraide (1997)

montre que les fluoro-complexes d'aluminium sont toxiques, mais moins que I'ion libre pour la

croissance racinaire du blé (Triticum aestivum L.). Une autre étude sur les plantes vasculaires (i.e.,

la tomate (Lycopersicon esculentum) et l'avoine (Avena sativa)) anive aux mêrnes conclusions,
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c'est-à-dire que les fluoro-complexes d'aluminium montrent une toxicité additionnelle à celle de

f ion libre (Stevens eta1.,1997).

Les résultats obtenus dans la présente étude montrent encore une fois que le modèle de l'ion

libre comporte des incertitudes en milieu d'eau douce. En effet, I'ion fluorure forme des

complexes stables avec l'aluminium à pH 5.5 et, au-dessus d'un certain seuil, ces complexes

causent une toxicité résiduelle sur l'algue verte C. pyrenoidosa. La toxicité des complexes AlF2*,

AlF2* eVou A1F3 est moindre que celle de f ion libre Al3*(chute de croissance algale occasionnée

principalement par I'ion libre), mais ces résultats constituent néanmoins une exception au modèle

de l'ion libre. En effet, le dosage de l'aluminium et les simulations MINEQL* confirment que la

toxicité additionnelle à de fortes concentrations en Al et en F correspond à une augmentation des

concentrations des fluoro-complexes d'aluminium, quoique la présence de ces complexes

n'augmente pas la prise en charge de l'Al.



5. CONCLUSIONS

Les précipitations acides sont responsables de la mobilisation et du lessivage de certains métaux

(comme I'aluminium) du milieu terrestre vers le milieu aquatique. L'abaissement du pH augmente

la solubilité de l'aluminium, ce qui favorise son entrée dans les cours d'eau. Cet apport

d'aluminium a des effets néfastes mesurables sur la faune et la flore aquatiques. En plus des

précipitations acides, les alumineries rejettent des concentrations assez importantes d'aluminium et

de fluorures dans l'environnement immédiat des usines. Ces deux éléments se retrouvent en

solution dans le milieu naturel et se complexent sous des conditions acides (pH optimal : 5.5); il

est donc important de savoir si ces complexes (AlF2*, AlF2*, AlF3) peuvent avoir un effet toxique

sur les organismes aquatiques.

Cette étude avait pour but d'étudier la toxicité et la prise en charge de I'aluminrum avec et sans

fluorures chez I'algue verte C. pyrenoidosa. Plus précisément, on visait à déterminer si les fluoro-

complexes d'aluminium pouvaient avoir un effet sur la croissance d'une algue verte et à voir si ces

complexes étaient bioaccumulés par cette dernière. En plus, on se devait d'étudier cette

problématique en relation avec le modèle de I'ion libre (i.e., MIL), afin de voir si ce modèle de

prédiction de la toxicité d'un métal sur le biote s'appliquait à I'aluminium.

Les résultats ont montré que la toxicité de l'aluminium seul dépendait de la concentration de

I'ion libre Al3*, ce qui est en accord avec le modèle de f ion libre. Il ne faut cependant pas oublier

que les expériences réalisées avec l'Al seul (à pH constant) ont impliqué la variation de la

concentration de I'ion libre Al3* ainsi que la variation de la concentration des différentes espèces

inorganiques d'aluminium (i.e., AIOH2*, AIlOH;r*, et autres) qui ont pu également jouer un rôle au

niveau de la toxicité de l'aluminium. Les résultats des expériences avec I'aluminium et les

fluorures (tAl'-] constante) ont montré que les fluoro-complexes d'aluminium avaient un effet

toxique sur l'algue verte C. pyrenoidosa aux plus fortes concentrations appliquées (1.6 pM d'Al et

5 pM de F). Ces résultats sont en contradiction avec le modèle de l'ion libre, puisque ce n'est pas

seulement la concentration de l'ion libre qui explique en totalité la toxicité de I'aluminium. Au

niveau des expériences de prise en charge, les résultats obtenus ne nous permettent pas de conclure

sur f impact que peut avoir les fluoro-complexes d'aluminium sur la bioaccumulation de

I'aluminium chez Chlorel/a puisque ces complexes ne semblaient pas se retrouver <lans les cellules.
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Par conséquent, le mécanisme impliqué dans l'expression d'une toxicité accrue en présence de

concentrations élevées en AlFn(3-n) demeure obscur.

Au niveau de la prise en charge de I'aluminium en présence de fluorures, nous ne pouvons

conclure si le modèle de I'ion libre s'applique ou non. D'autre part, selon les résultats des tests

d'inhibition de croissance, il est clair que le MIL sous-estime la toxicité aux plus fortes

concentrations en AlFn(3-n). Il faut cependant admettre que cette << exception )) ne se manifeste

qu'aux plus fortes concenfations en fluorures. On peut se demander si de telles conditions sont

susceptibles de se manifester dans le milieu récepteur. Par exemple, en aval d'un rejet d'effluent

d'aluminerie, les complexes AlFn(3-n) ne sont présents qu'à de faibles concentrations, puisque que le

pH élevé (entre 7 et 8) favorise la formation d'hydroxo-complexes d'aluminium (i.e., A1(OH)2* et

AI(OH)3 (aq)) et la formation d'un précipité (i.e., la gibbsite), ce qui protège la faune et la flore

présentes dans ce milieu. Cependant, une baisse marquée du pH (provoquée, par exemple, par les

précipitations acides) aurait pour effet d'augmenter la proportion des complexes AlFn(3-n) en

solution et de recréer les mêmes conditions que dans la présente étude.



6. PERSPECTIVES D'AVENIR

Cette étude s'inscrit dans le cadre d'un projet de recherche en laboratoile où toutes les

conditions de départ étaient contrôlées (pH, milieux de culture et d'exposition synthétiques,

concentrations en Al et en F connues, et autres). Les résultats obtenus ont montré que les fluoro-

complexes d'aluminium pouvaient causer un effet toxique sur l'algue verte C. pyrenoidosa, ce qui

est une exception au modèle de f ion libre.

Pour compléter ce havail réalisé en laboratoire, il faudrait doser les fluorures dans les algues

lors d'expériences de prise en charge, afin de déterminer si les fluorures s'accumulent dans les

algues en présence des complexes AlFn(3-n). Ce serait intéressant d'utiliser d'autres espèces

d'algues pour évaluer leur sensibilité aux fluoro-complexes d'aluminium. De plus, il faudrait

augmenter davantage les concentrations de fluorures dans les milieux d'exposition, afin de

favoriser la formation du complexe AlF3 et de déterminer si la toxicité envers C. pyrenoidosa

continue à augmenter. Ces expériences auraient pour but d'évaluer le pouvoir toxique du complexe

AlF3 comparativement à celui du complexe AlF2*. Il serait aussi important de pouvoir doser les

concentrations de fluorures ajoutées dans les differents milieux d'exposition pour s'assurer de la

spéciation de I'aluminium et des conditions expérimentales tout au long des expériences.

Finalement, il serait pertinent de réaliser des tests sur la mobilité éleckophorétique de C.

pyrenoidosa. La mobilité électrophorétique se traduit par la vitesse de mouvement des cellules

algales exposées à un champ électrique. D'abord, il faudrait réaliser des expériences en faisant

varier uniquement le pH, ensuite en faisant varier la [Al]1 tout en gardant le pH constant et

fînalement, en faisant varier la [AlF,(3-)1 tout en maintenant la concentration d'Al3* constante. Ces

expériences devraient permettre de déterminer si les complexes AlFn(r-) se fixent à la surface algale

ou entrent dans les cellules (cf. expériences de Wilkinson et al. (1993) avec les cellules de branchie

du saumon Atlantique).

Après avoir démontré la toxicité des fluoro-complexes d'aluminium sans toutefois évaluer

d'une manière fiable leur prise en charge sur une algue d'eau douce (i.e., problèmes analytique ou

autres), il serait intéressant d'étudier cette problématique à grande échelle, au-delà de l'étude en

laboratoire où les conditions sont confôlées. En effet, il serait pertinent de mensr une étude dans

des rivières recevant des apports importants d'aluminium et de fluorures (i.e., tout près d'une

aluminerie) et où le pH des cours d'eau favoriseraient la solubilisation de l'aluminium et sa
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complexation avec les fluorures. Cette étude pourrait porter sur d'autres organismes, comme par

exemple le saumon Atlantique, et étudier d'aufes ligands comme la matière organique dissoute

(MOD). Il existe quelques études qui ont porté sur cette problématique, mais rares sont celles qui

ont été réalisées en milieu naturel. Ce qu'il faut comprendre, c'est que les expériences en

laboratoire amènent beaucoup d'informations sur les mécanismes de toxicité et de prise en charge

des métaux, puisque les conditions expérimentales sont contrôlées et seulement un ou deux

paramètres varient. En milieu naturel, l'interprétation est plus complexe, mais les résultats obtenus

sont plus près de laréalité.

Une étude récente a montré que l'aluminerie Alcan Lrternational Limitée rejète des

concentrations assez importantes d'aluminium dans leurs eaux usées. Ces concentrations varient

entre 1 et 7 mglL pour l'aluminium total et entre 22 et 88 trrg/L pour l'aluminium monomère

inorganique (Roy et al., 2000). Ces concentrations sont non-négligeables, et selon les critères de

qualité de l'eau pour le milieu aquatique elles sont susceptibles d'avoir un effet direct sur les

organismes vivants aux alentours des alumineries. De plus, ces usines relarguent des quantités

importantes de fluorures qui peuvent se complexer avec I'aluminium dans les cours d'eau où le pH

est acide. En effet, ces complexes sont importants au printemps dans les cours d'eau du Bouclier

canadien, donc il serait important d'évaluer leurs impacts sur l'écosystème aquatique.
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S.ANNEXES

8.L Simulations MINEQL+

Tableau 8.1 : Calcul de la spéciation de I'aluminium avec le logiciel MINEQL+ 4.5 pour les conditions 1 du
proj et (voir iableau 2.2).

Alr 0.3 uM Alr 0.6 uM Alr 0.9 uM Alr 1.3 pM

N o m  l . l e n M  N o m  i l e n M  N o m  [ ] e n M  N o m  [ ] e n M

Al3* 3.108-0g Al3* 6,28E-08 Al3* 9,42E-08 Al3* 1,368-07

A(OH)2. (+1) 1,738-07 A(OD2+ (+l) 3,528-07 Al(OH)r. (+1) 5,278-07 AI(OH). (+1) 7,628-07

AI(OH)3 (aq) 1,05E-08 AI(OH)3 (aq) 2,138-08 AI(OH)3 (aq) 3,20E-08 AI(OH)3 (aq) 4,628 08

A(OH)4-(-1) 2,178-09 A(OH)4-(-l) 4,408-09 A(OH)4-(-1) 6,60E-09 A(OH)4-(-l) 9,53E-09

AloH*2 (+2) 6,46E-08 AloH*2 (+2) l,3lE-07 AloH*2 (+2) t,g6E-07 AloH*2 (+2) 2,848-07

A1SO4* (+1) 1,43E-08 AISO4* (+1) 2,89E-08 AISO4+ (+l) 4;348-08 AISO4* (+l) 6,278-08

Al(so4),- (-r) r.578-ll A(so4)r- (-l) 3,17F.-11 A(SO4)r- (-l) 4,76F.-11 A(SO4)r- (-1) 6,87E-l I

Al Total 2,968-07 Al Total 6,00E-07 Al Total 9,008-07 Al Total 1,30E-06

Tableau 8.2 : Calcul de la spéciation de I'aluminium avec le logiciel MINEQL+ 4.5 pour les conditions 2 du
proj et (voir tableau 2.2).

Alr 0.3 uM All 0.6 trM, Fr 1.5 uM Alr 0.9 ttM, Fr 2.5 ttM Alr  1.6 prM, F15 pM

Nom [ ] e n M  N o m  [ ] e n M [ ] e n M Nom [ ] enM

Al3*

A(OH)2. (+l)

A1(oH)3 (aq)

A(oH)4-(- l )

AloH*2 (+2)

Also4- (+l)

A(SO4)r- ( -1)

3,108-0g Al3* 2,94F-08 Al3* 3,158-08 Al3* 3,008-08

1,738-07 AI(OH)2. (+l) 1,65F.-07 A(OH)2. (+1) 1,16F.-07 AI(OH)2. (+l) 1,68E-07

1,05E-08 AI(OH)3 (aq) 9,99E-09 Al(OH)r (aq) 1,07E-08 AI(OH)3 (aq) 1,02E-08

2,t78-09 A(OH)4- (-1) 2,068-09 A(OH)4- (-1) 2,218-09 A(OH)4- (-1) 2,10E-09

6,46E-08 AIOH*2 (+2) 6,13E-08 AIOH*2 (+2) 6,56E-08 AIOH*2 (+2) 6,25E-08

1,43E-08 AlF2* (+1) 8,258-08 Am2+ (+1) 2,088-07 AlF2+ (+1) 6,338-07

1,578-ll AlF3 (aq) 1,028-09 AlF3 (aq) 3,948-09 AtF3 (aq) 2,14E-08

AtF+2 (+2) 2,3sr,-07 AIF*z (+2) 3,87E-07 au*21+21 6,59F-07
AlF4- (-l) 5,46F.-t3 AlF4- (-1) 3,25F.-12 AlF4- (-1) 3,15E-l I

Also4* (+l) 1,36E-08 Also4* (+l) 1,45E-08 AISO4* (+1) 1,38E-08

A(SO4)r- (-1) r,498-ll A(SO4)r- (-1) 1,59E-l I A(SO4)r- (-l) l,5lE-l1

Al Total

F Total

2,968-01 Al Total 6,00E-07 Al Total 9,00E-07

F Total 1,50E-06 F Total 2,50E-06

Al Total 1,60E-06

F Total 5,00E-06
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8.2Taux de croissance moyen

au 8.3 : Taux de croissance moyen de Chlorella pyrenoidosa dans les témoins des differentes
expériences sur la toxicité de I'aluminium avec et sans fluorures.

Numéro de I'expérience Taux de croissance moyen (p moyen)

Divisionsj't

IA

2A

3A

4A

5A

0,34

0,32

0,40

0,32

0,40

8.3 Concentrations d'aluminium dans les témoins

Tableau 8.4 : Concentration d'aluminium intracellulaire dans les témoins des differentes expériences sur la

prise en charge de I'aluminium avec et sans fluorures.

Expérience Aluminium intracellulaire dans les témoins (pmoVm')

Moyenne Ecart type

1B

2B

3B

4B

2.84

2.47

4 . t 9

4.48

0 . 1 8

0 . 1 6

0.33

0.49




