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RESUME

Les terres rares (TR) sont des métaux tres convoités dans différentes technologies et secteurs,
cequipeutavoir cC o mme ¢ oau@gmRrgen leursccensentmtibns et leur dispersion

dans les écosystemes aquatiques et avoir des impacts sur les organismes qui y habitent.
Cependant, les effets écotoxicologiques des TR ont été peu étudiés. £t ant donn® | 6i mpo
écologique des microalgues dans la chaine alimentaire, il est essentiel de déterminer les
répercussions de la contamination par les TR sur ces organismes. Pour ce faire, il faut tenir

compte de la spéciatonc hi mi que des ®le®mkkenagsatigded Panexeplé, tes

ions phosphates (PO.*) ont un réle essentiel dans la croissance des algues et dans le
métabolisme algal. Néanmoins, ils ont une forte affinité avec les TR ce qui entraine la
complexation et la précipitation de ces métaux cequient r ave | 06 Gaeuatbxgi®.tAuon de
cours de ce projet, la forme inorganique du phosphore habituellement utilisée pour cultiver les

cellules a été substituée par une forme organique, le b-glycérol phosphate, & une concentration

de 25 OM. L 6 o b j était de iddterntiner ladomicitdpde trgisd R soit le néodyme (Nd),

l e thulium (Tm) et | &6yttr i ul@hlofeldfusca et Chlachywamonas | g u e s
reinhardtii) ainsi que leur internalisation. Le projet portait également sur les effets lorsque deux

TR sont mélangées, soitune légére (Nd)et | dautTmeg | our de

De fagon générale, les travaux suggerent que la réponse biologique obtenue est | i ®e ~ | 6
en ion libre en solution. La toxicité du Nd, du Tm et d e Y & été comparée et, bien que les
r®sul tats montrent que poestleplusacxiqud suivix pardesTn paises | 6y t
le Nd (le moins toxique), les deux especes ont une sensibilité differente. En effet, des
différences importantes sont toutefois apparues en considérant 6 i nt er nal i s alési on c el
trois métaux. Par exemple, les concentrations internes menant a un effet toxique indiquent que

C. reinhardtii est plus toléranteau Tm qudau Nd

Pour les expériences réalisées en présence de deux TR simultanément, C. reinhardtii a été
choisie pour i nvestiguer | 6accumul ati on du Lesnréseltats pr ®s e n
d®montrent que | e tiNMdu Tnmduggérant ains la @ & >u imaudh éxanspertewt 6

commun et une saturation au niveau du ligand biotique.

Mots-clés : terres rares, spéciation, phosphore organique, MINEQL+, algues d eau ,douce

Chlorella fusca, Chlamydomonas reinhardtii, f | umalisttion, toxicike.






ABSTRACT

Rare earth elements (REEs) are metals that are highly used in different technologies and
sectors, which can have the consequences of increasing their concentrations and their
dispersion in aquatic ecosystems and have impacts on biota. However, the ecotoxicological
effects of REEs have been little studied. Given the ecological importance of microalgae in the
food chain, it is essential to determine the effects of REEs contamination on these organisms.
To do this, we must consider the chemical speciation of the elements of interest in the aquatic
environment. For example, phosphate ions (PO.*) play an essential role in algal growth and
metabolism. However, they have a strong affinity with REEs which leads to the complexation
and precipitation of these metals thus hindering the evaluation of their toxicity. During this
project, the inorganic form of phosphorus usually used for cell culture was replaced by an
organic form, b-glycerol phosphate, at a concentration of 25 uM. The objective of this project
was to determine the toxicity of three RREs: neodymium (Nd), thulium (Tm) and yttrium (Y) on
two freshwater algae (Chlorella fusca and Chlamydomonas reinhardti) as well as their
internalization. The project also focused on the effects of a combined exposure to a light (Nd)
and a heavy REE (Tm).

In general, studies suggest that the biological response obtained is linked to the activity of the
free ion in solution. The toxicity of Nd, Tm and Y were compared and although the results
showed that for the two species yttrium is the most toxic followed by Tm then Nd (the least
toxic), both species have different sensitivity. In fact, significant differences appeared when
considering the cellular internalization of the three metals. For example, internal concentrations

leading to a toxic effect indicate that C. reinhardtii is more tolerant to Tm than Nd.

For the experiment carried out in the presence of two REEs simultaneously, C. reinhardtii was
chosen to investigate the accumulation of Tm in the presence of 1 uM of Nd. The results
demonstrate that Nd inhibits the accumulation of Tm, thus suggesting the existence of a

common transporter as well as the saturation of the biotic ligand.

Key-words : Rare earth, speciation, organic phosphorus, MINEQL+, freshwater algae, Chlorella

fusca, Chlamydomonas reinhardtii, internalization flux, toxicity.
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CHAPITRE 1 : INTRODUCTION

1.1 Généralités

La découverte des terres rares (TR) a débuté a la fin du 19¢ siecle avec| 6 y t Cetté u m.
section décrit brievement la structure atomique, la nomenclature des TR et leur

abondance. On cite quelques applications liées a leurs propriétés.

1.1.1 Nomenclature , structure ato mique et abondance

Les TR forment un groupe de 17 métaux possédant des caractéristiques

physicochimiques trés similaires q u i inclut |l e scandium (Sc),

des lanthanides soit le lanthane (La), le cérium (Ce), le praséodyme (Pr), le néodyme
(Nd), le prométhium (Pm), le samarium (Sm), l'europium (Eu), le gadolinium (Gd), le
terbium (Tb), le dysprosium (Dy), I'holmium (Ho), I'erbium (Er), le thulium (Tm),
I'ytterbium (Yb) et le lutécium (Lu). La Figure 1.1 montre le tableau périodique des
éléments : les lanthanides se placent entre baryum (Ba) et hafnium (Hf) (Voncken,
2016). L6éor dr e des ®l ®ment s dans ce tabl eau
électroniques ou les orbitales sont remplies selon la régle de Madelung comme indiqué

dans la Figure 1.2.
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Figure 1-1: Tableau périodique des éléments chimiques  (Schuiler etal., 2011) .
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4s | 4p | 4d | 4f
5s | 5p | 5d | 5f 5@
6s | 6p | 6d 6f 6g 6h
7s | 7p 7d 7f 7g 7Th

DN

Figure 1-2: Représentation graphique de la regle de Madelung
(The spectrum of Riemannium, Physmatics in a nutshell, sd)

Pour la majorité des atomes neutres de lanthanides, la configuration électronique peut

étre donnée comme 4", 55?2, 5p?, 6s? (avec n nombre quantique : entier vérifiant n 01).

Les lanthanides sont des ions trivalents (3+) ; cela est d% ° |l a perte dbo
et deux électrons en 6s?, al 6 exception du Ce qui dineiguee aussi

| 6 Eu, | 6 Ydui forneent dds @ns Bivalents (2+) (Gregory et Rikalla, 1994). Les
possibilit®s do6®t ats dooxhdeatlilon sont pr®sent e s

Tableau 1-1: Les états d'oxydation des lanthanides ~ (Gregory and Rikalla, 1994)
Lesétatsd 6oxydati on entre parenth ses sont instabl

La Ce Pr Nd Pm Sm Eu Gd Th Dy Ho Er Tm Yb Lu
@ @ 2 2 @ @ 2 2

3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

4 4 4 (4 3

Les TR sont souvent divisées en deux groupes : les terres rares légéres (TRLE) et les
terres rares lourdes (TRLO) comme montré a la Figure 1.1. Cette division est basée sur

la configuration électronique de chaque élément :

- La premiére catégorie regroupe les éléments allant du lanthane avec un nombre

atomique de 57,j u sagy gadolinium ayant un nombre atomique de 65.

- Le deuxiéme groupe inclut les éléments entre le terbium ayant un nombre atomique de

65, et le dernier lanthanide, le lutécium, de nombre atomique égale a 71. Ce groupe



comprend ®gal ement | 6yttrium destintlosrdansee at omi q u «
groupe vu que ses propriétés chimiques et son rayon ionique sont similaires a cette

catégorie. Ben quoi l soit ,delseagdu®@ n 6 e mine p&R cat ®gori s®
TRLE ou TRLO (Gregory et Rikalla, 1994).

I est obser v® dps &R dardsald croltkatarrestre diminue avec
| 6augment ati on du :lkoTRbE sent leaucoupi pysiabondantes que
les TRLO. Selon la régle de Oddo-Harkins (Banin & Navrot, 1975), les éléments avec un
nombre atomique pair sont plus abondants que les éléments & un nombre impair. Par
exemple, le cérium (Z = 58) est plus abondant que le lanthane (Z = 57) et le praséodyme
(Z = 59). Le cérium est le plus abondant des TRLE alors gque |08y
dominant pour les TRLO (Binnemans et Jones, 2015). On peut voir a la Figure 1.3 une

allure en dents de scie expliquée par la régle d@ddo-Harkins.

4 0o L T T
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Figure 1-3 Abondances des éléments exprimé es en fraction atomique en fonction du nombre
atomique (Haxel, Boore et Mayfield, 2005) .

1.1.2 Types de dépbts et de minerais source s des TR

Les terres rares sont souvent associées a une roche carbonatée appelée carbonatite:
une roche ignée (généralement intrusive) constituée de plus de 50% de minéraux

carbonatés (carbonates de Ca, Mg, Na et Fe). Les carbonatites sont liés aux roches



alcalines. Ces dernieres contiennent des métaux comme le niobium (Nb), tantale (Ta) et

les terres rares (REE) et se retrouvent dans une grande variété de dép6ts. Ces dépbts

contenant différents types de minerais comme la bastnaésite dans lequel on retrouve
principalement les TRLE comme le Ce, La et le Nd. Un exemple de mine contenant ce

type de minerais est celui de Mountain Pass en Californie, de Bayan Obo en Chine

(Figure 6. 1 de |l 6annexe) . Déautr es qontieneentades comme
lanthanides comme Ce, La, Pr et Sm comme celui trouvé a Mount Weld en Australie

(Figure 6. 1) . Déautres exe mylaecarte duomonde mantantr|e® s

différents sites actifs des mines, ou des projets en stade avanceé.

1.1.3 Applications

Comme discuté dans la partie 1.1.1, les TR ont au moins un électron non apparié dans
leurs orbitales 4f, ce qui leur donne des propriétés catalytiques et magnétiques. Dans

cette section, nous passons en revue les diverses utilisations des TR.

Le scandium est utilis® majloiragei pementl 6ad mnme
L6i sot ope r ad.idd(avectunefdens-wieada & joursnest exploité en tant que

traceur pendant l e proc®d® de raffinage doéhuil e
de diverses fractions (Royal Society of Chemistry, 2017b). Une autre application

mi neure est | 6aj out de | 6iodure de scandium
source de lumiére efficace similaire a la lumiére du soleil. Ces lampes contribuent a la

reproduction des couleurs pour les caméras de télévision lors des tournages

(Scandium.org, 2017).

Loyttrium est souvent wutilis® dans | es alliages
des alliages en aluminium et en magnésium. On le trouve aussi dans les filtres des

micro-ondes. L6 Y  égalément utilisé comme catalyseur lors de la polymérisation de

| 6®t DPébmaet res applicati ons:odktrdudeydng lesilasersets ont con
da

L6oxyde do yjauté rauxuverresedestinésaa la fabrication des objectifs des

ns | es lumi res LED bl anches alumiaiuns (YAGhbr me de

appareils photo afin de leur conférer une résistance a la chaleur et aux chocs. Dans le

domaine m®dical, | 6 i -900ebt witpisé pourarditeraaetues das det t r i um

cancers comme celui du foie (Royal Society of Chemistry, 2017c)

Léoxyde de c¢c®rium est wutilis® comme ceaesal yseur .

fours autonettoyantsaf i n do®viter | 6adecussonl ati on de r ®si du



Le lanthane est utilisé dans la fabrication des batteries, pellicules de photographie de
rayon X, des lasers, les appareils de communications et aussi comme catalyseur pour le
raffinement du pétrole (Reisman, Weber et Mckernan, 2012).

Le néodyme, grace a ses propriétés magnétiques et physiques, est utilisé dans la
fabrication des aimants permanents treés puissants employés dans les machines
électrigues (Rahman et Slemon, 1985). Cette découverte en 1983 a permis de
miniaturiser de nombreux appareils électroniques tels que les téléphones portables, les
mi crophonesé Ces aimants sont ®galement utilis®s
aussi utilisé dans la fabrication des verres de didyme avec le praséodyme. Le verre du
néodyme est exploité pour fabriquer des lasers. Ces derniers sont utilisés comme
pointeurs |l asers ainsi guden chirurgie ocul aire,
de la peau (Royal Society of Chemistry, 2017a). Le gadolinium posséde plusieurs
applications. Cependant, aucune application n 6 e xd gsahde échelle. En métallurgie, le
Gd améliore la résistance du fer et du chrome a |l oxydation et aux tem
élevées. |l est utile comme agent contrastant en imagerie par résonance magnétique

(IRM), en particulier pour diagnostiquer les tumeurs cancéreuses.

Le thulium est utilis® dans | es | asers " usag
cohérente a cette application). Des travaux ont été menéspour | 6 ®t ude de | dext.i
la prostate, indépendamment de la taille de prostate, au laser a | 6 a Tnd &ette
approche a ®t ® recommand®e pgnedelap®sae(BPHe | 6hype.l
(Fosteretal.,2018). L6 emp | o du Tm dans | es systcaeses du | a
améliorant| 6 ef fi caci t ® de @Marmw Ergakov ,uQuseihoy,ei alj A048).

Le Tm est aussi employé dans les équipements portatifs de rayons X.

1.2 Production et aspect économique

1.2.1 Réserve, production et demande mondiale
1.2.1.1 Réserve

LesréservesenTRsont dbéenviron 120 millions de tonnes
la plupart de ces réserves avec environ 55 millions de tonnes métriques (Schulz,

DeYoung, Seal,& Bradley, 2018). D6bautres principaux pahkssdialpios
avec des r ®ser veam 32mitionsnd®erses dnétregues €nroxyde de TR

etl 6l nde avec 3,1 millions (Sehulzt Deyourgs Seal &s oxydes



Bradley, 2018). Une partie significative de ces éléments se situe aux Etats-Unis avec
environ 1,8 million de tonnes métriques. La découverte des TR en Chine fut a Bayan
Obo en 1927 et la production des concentrées des TR commenca en 1957 (Tse, 2011).

1.2.1.2 Production

Entre 1990 et 2000, la production en Chine a augmenté de plus de 450 %, allant dbéune
qguantit® do®Enuwd quantité dé B3 000 tonnes métriques (Figure 1.4). A la

méme période, un déclin de production a été observé aux E.-U.A et au s e i autres 0

pays producteurs. Depuis 2000, la production annuelle en Chine a continué

d 6 a u g meEn t2@09, elle est passée a 129 000 tonnes. A la méme année, la

production des autres pays a diminué a 3000 tonnes.
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Figure 1-4: Production globale des oxydes des terres rares (USGS, sd)

Entre les années 1990 et 2000, le gouvernement chinois et les producteurs des TR se
sontr ®uni s pour discuter et tr ouexpartatichefin denoy ens de
conserver | es ressources mi n®r al es et prot ®ge
compétition entre les gouvernements locaux et les entreprises a entrainé une
augmentation de la production. En 2010, les restrictions imposées et les quotas définis
par la Chine sur les TR (Tse, 2011)a chang® | 6i ndustrie mondial e
favorisant | 6augment aihsiguel 6dacusg nset notcaktsi odne sd eT R,6 e x p



du développement des gisements hors de la Chine. Ceci a mené a une nouvelle mine

deproducti on en Australie en 2011 © son complexe ¢
projets en Australie comprennent la propriété Nolans Bore dans le Territoire du Nord et

le gisement de « Dubbo Zirconia project » en Nouvelle-Galles du Sud, les deux projets

étalent au stade de | 6®t u(@Ganbahie20I6pi sabi |l i t® avanc®e

1.2.1.3 Demande

Léaccroissement continu de | d6expl oicammé¢paon des TI
exemple le virage vers les véhicules hybrides de nouvelles générations, fait en sorte que

la demande en TR augmente. Selon la société Lynas Corporation, la demande mondiale

totale est en évolution continue. Comme le montre la Figure 1.5, la demande en TR a

augment ® depui s 2 0ebtdas$éuds 3 0D tonndsOmEtbques & 54 000

tonnes métriques. Selon les estimations, cette demande continuera a croit r e j usqub6”

2025 avec une valeur prévue de 65 000 tonnes métriques.
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Figure 1-5: Prévision de la demande mondiale en terre rare ~ 2009-2025. (Hykawy, 2014).



1.2.2 Potentiel minier en TR au Canada

Di ff®rents projets dbéexploration sont

di ff ®r e

Parmi les stades de développement, on compte| 6 ®t ude de | a pr ®f ai sabil i

environnementale. Le gouvernement a identifié 11 projets a un stade de développement
avanceé. Parmi ces projets, on cite les projets de Kipawa au Québec, Nechalacho aux
territoires nord-ouest et Eco Ridge Mine & Ontario (Hykawy, 2014). La Figure 1.6 montre
les sites potentiels de futures mines des TR au Canada. Un projet au territoire du nord
de Québec (Nunavik) est indiqué sur la carte ci-dessous : Eldor (projet Ashram). Le
concentré des TR exploité pour ce projet contient des TR servant a la fabrication
ddéai mant s. La zone min®ralis®e pr i mguelgues
guantités en Dy (0,9 %) et Tb (0,2 %) (Commerce Resources Corp, 2019). Pour le projet
Kipawa localisé en Abitibi-Témiscamingue, les ressources présumeées sont de 6805
millions de tonnes de TR si une teneur de 0 , 2 %ydald® TR était exploitée. Pour
cette teneur les pourcentages en oxyde de Nd (Nd20s3), oxyde de Tm (Tm2O3) et oxyde
d 6(Y203) sont de 0,05, 0,0014 et 0,08 % respectivement (MATAMEC, 2013).
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Figure 1-6: Futures mines potentielles (Natural Resources Canada, 2014).
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(! existe plusieurs d®fis -~ surmonter afin doe
peuvent étre techniques, et touchent la séparation, le traitement et le raffinage de TR.
Les technologies peuvent étre colteuses et innovantes vu que chaque dépoét est
diff ®r ent d (Blatutal6Resodraes Canada, 2014). Un défi économique peut se
mani fester | or gtanddennd que lgspcdlts deadéveloppements peuvent
étre plus élevés que ceux dune mine conventionnelle. Un autre défi lié au
développement des mines de TR est la gestion des risques environnementaux. De plus,
la présence des éléments radioactifs (thorium et uranium) dans certains gisements est

une préoccupation courante (Natural Resources Canada, 2014).

1.3 Problématigues environnementales des terres rares

Les données toxicologiques des TR sur les micro-organismes, les animaux et les

plantes sont limitées. De plus, il exi st e peu d 8ur nes dmpacést | on s
environnementaux liées ~ | 6 ext r d&R.tUneopnoductiensantérieure des TR en
Californie N Mount ain Pass a d®but ® avant | 6
environnemental e. Ceci e x pl ing ervironiementalesa n g u e do

associées aux nouvelles mines. En outre, la mine chinoise a Bayan Obo, qui est la
principale mine source des TR fournie des informations limitées liées aux impacts sur
| edvironnement (Natural Resources Canada, 2014). Quel ques projets dboexpl
Canada comme celui de Nechalacho, (prés de Thor lake, Territoires du Nord-Ouest,
Canada), représente de nouvelles sources de données environnementales relatives aux

activités courantes (Natural Resources Canada, 2014).

1.3.1 La spéciation des terres rares , leur devenir et leur internalisation
1.3.1.1 Devenir des métaux etrble des algues dans un syst éme aquatique

Le métal peut étre adsorbé a un ligand biotique ou abiotique et / ou absorbé et assimilé
par des organismes a différentes échelles trophiques. Le phytoplancton représente les
producteurs primaires qui se tr aldavhasede ldans | a
chaine trophique. Ces organismes assimilent les métaux, entre autres les TR. Ceci
engendre une contamination vers tous les organismes présents dans la chaine
trophique si les algues se montrent contaminées. Par exemple, le zooplancton en se
nourrissant du phytoplancton, sera contaminé. Il faut noter que le transfert trophique des

métaux dépend de la partie ou le métal se trouve dans la cellule. La Figure 1.7 ci-dessus



montre le devenir des métaux dans les eaux naturelles selon la phase ou la forme sous

laguelle il se trouve.

La présence de la matiére organique autochtone et allochtone engendre la modification
de la spéciation chimi que des TR vu qubell e peutlleste compl e
i mportant dé®t udi er bat sg@on®t igumetd e MmPbak ®&n

devenir dans le milieu.

Figure 1-7: Modele conceptuel sur le devenir des métaux (dissous Me d et particulaire Me p) dans un
milieu aquatique en présence de phytoplancton (de Souza Machado et al., 2016).

1.3.1.2 Définition et importance de la spéciation

La spéciation chimique définit les formes sous lesquelles se distribue un élément
chimique. Un m®t al peut ° *y o& complexés a un dgamde doi on
inorganique (OH-, CI, F, SO4*, S,03%, COs?) ou organique (acides fulviques ou acides
humiques) (un exemple de spéciation des lanthanides a été représenté dans le Tableau
1.2 a la section 1.3.1). La spéciation du métal est déterminée par la composition et les
conditions physico-chimiques (pH, potentiel redox, force ionique, concentrations des

ligands) de son milieu (Pelletier et Campbell, 2008).
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La spéciation des éléments joue un role clé dans la mobilité, la distribution ainsi que

dans la toxicité sur les différents organismes. Pour cette raison, il est primordi al d 6 ®t udi

la sp®ci ation des terres rares | .oPars ailledirs, lal 6 ®v a |

biodisponibilité des éléments chimiques varie selon la forme chimique sous laquelle ils

se trouvent dans un milieu aqueux (Pelletier et Campbell, 2008).
1.3.1.3 Modéles do6®quilibre chimique

Les méthodes analytiques qui permettent de quantifier et de caractériser la composition

déun milieu et l es |l ogiciels se basant sur

er

ua

des

do®t abl ir des |l i ens entre | adispsnibiité ietaleurso n des |

interactions avec |l es organi smes. 1 existe
de calculer les concentrations des différentes espéces chimiques sous lesquelles se

trouve un élément :
Mod | e doéi nt er ac tbranchiesd(&ill Site Intéractore Modet ; GSIM)

Ce mod |l e prend en compt quiigfluemcent k& sppcktioredu | 6 a l

métal (| 6 ef f et de |l a mati re organiguedandicssout e

modele). Il envisage que la toxicité des métaux sur les poissons résulte de sa forme
cationique qui se |lie aux sites dobéinteracti
métaux entrent en compétition avec les cations majeurs tels que: Ca?*, Mg?*

€ (Pagenkopf, 1983; Niyogi et Wood, 2004).

des

cal

n

on

Mod | e de | 0ides Ikireve@aux ont men® ° | 6®l aborati

ou Free lon Activity Model (FIAM). Ce dernier se basesur | e f ai't gue | a
métal est surtout liée a la concentration en ion libore M™ (aquo-ion ou M(H20)y)
(Campbell, 1995; Lavoie, Campbell et Fortin, 2016). Le FIAM se focalise sur les
interactions entre la forme cationique du métal et les sites de liaisons sur la membrane
biologique (Niyogi et Wood, 2004). Pour ce modele, le degré de toxicité est lié a la

fractiondessites dob6aottcop®s par | b6esp ce r®active du

Modéle de ligand biotique : Le modeéle de ligand biotique (MLB) ou «Biotic Ligand
Model» (BLM) est adapté a partir des deux modeles précédemment cités (le GSIM et le
FIAM). Comme illustré dans la Figure 1.8, le BLM tient en compte de la compétition
entre |l es ions |libres du m®t &1 NagMg'cH'éd Gedeut r e s

la complexation aux ligands abiotiques (matiére organique dissoute, sulfures, é ) pour

11
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m®t
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se lier aux ligands biotiques auni veau du

Wood, 2004).

s (Dit Tero et ala 2001; Niyogi et

Cations compétiteurs

Matiére organique Métal en ion libre

complexée

MeOH*
MeHCO,*

—

MLB (BLM)

Site d’action

Ligzands inorganiaues complexés

Figure 1-8: Schéma présentant les réactions prises en compte dans le modeéle du ligand bio

tique .

Adapté de (Di Toro et al., 2001).

La réponse biologique

| 6 ex pasim®toanl

et/ ou [

6daccumul ati on

r ®sul tante de

U énétal tere questidn,i quiainteragin d 6da b avecd la

membrane biologique. Le schéma de la Figure 1.9 illustre le processus suivi par le métal

lors de son interaction avec un organisme aquatique :

Le métal doit en premier lieu diffuser rapidement de la solution aqueuse envers la

membrane plasmique apres avoir traversé, dans

|l e cas doutagarml gue uni

cellulaire qui est une couche protectrice riche en polysaccharides (cellulose) contenant

des sites auxquels le métal peut se lier. Le métal peut étre adsorbé sur la paroi cellulaire

des algues ( B r Ftlal., 1980). De plus, avec la division cellulaire, au cours de laquelle

le nombre de cellules augmente, de nouveaux sites de surface réactive seront

disponibles et donc | 6 a d s odu métal amgmentera

Cessitesddi nteraction au sei

linéairement (Fisher et al., 1984).

n de | inertgs,ademéme,del | ul air

existe au niveau de la membrane plasmique des sites auxquels le métal peut également

se lier sans engendrer un effet biologique.
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1.3.1.4 Prémisses du modéle BLM

La r®ponse bi ol ogique ndbest obt eavaceun gjtel e | or sqg
physiologiquement actif au niveau de la membrane biologique. Parmi les sites « actifs »

ou la complexati on ddéun m®t al non essenti el m ne 7 une
cellulaires, on cite : une enzyme membranaire, un transporteur protéigue ou un canal

ionique et une pompe ® ¢ h a n g e u s(kavoik 6Caraphel et Fortin, 2016). Ce type de

transport correspond a | 6 a b s o Lapderisite 1 concentration du transporteur joue

aussi un réle dans ce mode de transport (Fisher et al.,1984). L @bsorption est régie par

les interactions thermodynamiques entre le métal et le transporteur (Sunda et

Huntsman, 1998).

(Bicouche Membrane Paroi Couche de Solution

phospholipidique)  ce|lulaire cellulaire diffusion

1
ML /‘\/ ML ™" " .- ML
1

7/ '
1 1
/ | '
1 1
1 1
1 1
1 1
Intérieur X '
de la qu M M# e I M7 ™" "S- M
cellule 'F == ' '
\ : :
1 1
1 1
H, CaZ*, | |
Mg?* | |
o !
1 1
1 1
Figure 1-9 Schéma conceptuel représentant les interactions métal -organisme. Inspiré de (Campbell,

1995). M™ : ion métallique libre; L : ligand; ML : complexe métallique; Lcen : ligand biotique
(site de transport dans le schémay); M-Lcel : complexe métallique de surface.

Les équations décrivant le processus de liaison des métaux a la surface biologique sont

présentées ci-dessous (Lavoie, Campbell et Fortin, 2016) :

Le métal M" se lie au ligand abiotique L ; une foisque |l 6 ®qui | i br eétablihi mi que
danslemiieu,on a | a constkhekpr dm®qui |l pahr@ir de | 6®qua
M™+ L Z  Equativhdl
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0] ——  Equation2

Deméme,pour | 6i nt er act'aleligend biatique Ueg mM®1 &@®qMi | i br e

on peut écrire :

M™ + Lcell 2 celM L Equation3
0 O 0 0 0 1 Equatiord
avecK;est |l a constante dbéaffinit® entre | e m®
Pour en conclure que la quanti t ® du m®t al doéint ®r °t, l i ® aux

actifs, internalisé et/ou qui entraine une réponse biologique est proportionnelle a la

concentration en ion libre [M™], il faut considérer les hypothéses suivantes :

i. La concentration en sites cellulaires physiologiquement actifs 0 est
constante.
ii. LessitesO0 sont |l oin dé°treolsatur-®s de m®t aux (

ii. Le temps dobéexposition est court

Le complexe ML peut aussi interagir avec le site Leen, ” | 6®qui l i bre on aura

suivante :
D0 0OCPadddQady Equations

(AN

Equation6
On peut ®crire ° par@&qgiuratdeon §&qQuati on (2)
00 ) 0 0 Equation?

Par substitution de [ ML] dans | 6®quation (6) par

oo € € o ”n

U U U 0] Equation8

1 [1et indiquent respectivement les concentrations au niveau du milieu aqueux et a la surface
biologique.
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L@ ation (8) est identbgwe 0. Aindi®geleaguesoin (4) av
|l i nteraction via un l igand ous liGsammétalest concent
toujours dépendante de la concentration en métal libre. En effet, la prise en charge et la
toxicité des métaux sur les organismes aquatiques sont influencées par la concentration

en métal sous sa forme ionique libre (Lavoie, Campbell et Fortin, 2016).

Loagence de protection environnemenBPA)laex ( Envi ro
E.-U.A se base sur le BLM pour | 6 ®val uati on du ri scertainsenvi ronn
métaux sur les organismes aquatiques. En 2007, e | | eadopté pour élaborer les

criteres de qualités de la vie aquatique pour le cuivre (Office of Science and Technology

et Water, 2016).

Le BLM est largement appliqué avec succés pour prédire la biodisponibilité des métaux
traces divalents aux organismes aquatiques (Slaveykova et Wilkinson, 2005) mais il
exi ste pesursbd @plicadité aux métaux trivalents. En outre, il faut tenir
compte québil existe une rel atti®rm® td ee tc odnpa®RU ti rt @ O nn
sous la forme cationique présents dans le milieu afin de se lier au méme site a la
surface biologigue (comme illustré plus haut a la Figure 1.9). Cela est pris en compte
par le BLM pour pr®dire l a biodi atpmo A iedprineila ® des n

concentration en sites complexés tout en tenant compte des ions compétiteurs :

D0 Equation9

1.3.1.5 Modélisationdesf | ux doéi nternalisation du m®t al

Lorsque les micro-organismes (ex. : algues) sont exposés a un métal, la concentration
du métal accumulé au cours du temps (normalisée par la quantité en biomasse) ainsi
gue le flux internalisé (normalisé par rapport a la surface des cellules algales) sont
déterminés a partir de la pente de la courbe du métal internalisé en fonction du temps de

contact.

Une f oi s teenslisafioh soxt détedminés, ils sont tracés en fonction de la
concentration en métal dans la solution. L 6 ®quat i on ( 1-0gnterd(etilisééi c hael i s
dans des études de cinétique enzymatique) est utilisée pour quantifier le flux de

saturation 0 et la constante de demi-saturation 0

15



TQ —— Equation10
Encasdecomp®t i ti on avec doautres cations pr®sents
nébest pas expri m® seueméngmait $ oinl deaut prendre en

protecteur des cations compétiteurs (Crémazy, 2014)s el on | §®quat i on

0 Equation11

Ou Kci et Ky correspondent aux constantes d 6 ® g u dulcatidniCieet du métal M avec le

site de surface Lce.

1.3.2 Les apports et les concentrations en TR dans les milieux naturels

L a moyenne débabondance crustale des |l ant hani de
| 6abondance de | 6yttrium est de 22 ppm. La conce
les sols est similaire a la moyenne dbéabondance crust §kchalz, de ces ¢
DeYoung, Seal, & Bradley, 2018).

La concentration moyenne dissoute en TR dans la mer est de 0,15 pg-L* (Elderfield et
al., 1988). La spéciation des TR dans | 6 e au dst domirée par les complexes

carbonates et la proportion de chague TR complexée au ligand carbonate augmente

avec | daieangdmeambre atomique. Par contre, la concentration en ion libre
di minue avec | 6augmentation de ce nomhee (comm
Tableau 1.2 montre les concentrations de chaque spéciatondes TR dans | 6eau de

Dans les riviéres, les concentrations en TR sont de 1,6 pug-L* en moyenne (Elderfield et
al., 1988).
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Tableau 1-2: Spéciation des TR dans | @&au de mer (Elderfield et al., 1988). Les especes sont

pr ®sent ®e s

en pourcehtage

doéi on

TR z [TR¥*] TR(OH)** TR(F)* TR(SO.)* TR(COs)" TR(COs)
La 57 6,7 0,9 0,2 2,8 66,1 20,3
Ce 58 5,1 1,2 0,3 2,4 65,1 23,0
Pr 59 4,0 1,3 0,2 2,1 64,4 26,2
Nd 60 3,1 1,3 0,2 1,7 62,7 29,6
Pm 61 _ _
Sm 62 1,9 1,1 0,1 1,2 57,7 37,1
Eu 63 1,6 1,1 0,1 0,8 54,5 41,1
Gd 64 1,2 0,9 0,1 0,7 51,1 45,4
Tb 65 1,0 0,7 0,1 0,6 47,3 49,8
Dy 66 0,8 0,6 0,1 0,5 43,3 54,3
Ho 67 0,7 0,5 0,1 0,3 39,3 58,8
Er 68 0,6 0,8 0,1 0,3 35,1 62,9
Tm 69 0,5 0,9 0,0 0,3 31,1 67,1
Yb 70 0,4 0,7 0,1 0,2 27,2 712
Lu 71 0,3 1,3 0,1 0,1 23,5 74,7
aPour | 6e alCOsde1.39&10*M (TCO;=2.3x10°M, pH = 7.90).
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Lbaugment ati on dsTRIlabpartrtdesanuneraiofnaidte en sorte qubi

retrouvent d ans | 6 e n v procleendasesitese mihiers et dans leurs déchets. Des
études effectuées sur des eaux acides collectées de sites miniers aux E.-U.A ont trouvé
des concentrations élevées en TR entre 0,45 et 161 ug-L* (Verplanck et al., 2001).
Sous les conditions de drainage minier acide -qui ne sont pas liées aux mines des TR-
avec un pH égal a 1,1, les concentrations dissoutes en TR peuvent atteindre 2,50 pg-L?
(Seal et al., 2008; Schulz, DeYoung, Seal, & Bradley, 2018). D 6 a u ttudessortant sur
la pollution atmosph®rique montrent gue
plus élevées a Bei j i ng, e nx Pays-Bas ¢villeqde Odlft). La combustion du

charbon a été prise en compte comme facteur contribuant aux teneurs atmosphériques

en TR en Chine (Wang et al.,, 2001). L6augment ati on ddRdadsutil i sat

différentes technologies et leur emploi par le secteur agricole dans les engrais peuvent
étre une source possible de contamination des systémes environnementaux. Les TR, en
se rajoutant dans les sols agricoles par le biais des engrais, peuvent se retrouver dans
les différentes parties des plantes. Parmi les types de fertilisants, on cite le «Changle»
(nitrates), le «Nongle» (chlorures et oxydes) et le «<MAR» (complexes avec les acides
aminés). Dans une étude mené par (Zhang et Shan, 2001), le blé Triticum aestivum L. a
éttexpos® " | dengr ai stdeCeHa Ndet Rr.@oucunenconeamteation
en fertilisant de 80 mg.kg? de sol, la concentration en Nd était de 1,5 pug-g* dans la tige
de la plante et 9,5 pug-g* dans les racines. Vul a progression de
éléments dans divers produit s et | a possibilit® de | 6a
dans les écosystemes, des questions se posent sur leurs accumulations et la toxicité

qguodils peuvent avoir sur |l es diff®rents

1.3.3 Accumulation et toxicité des terres rares sur les organi smes

1.3.3.1 Les TR etles plantes

[ Gut il i

ugment at

organisr

Loutilisation des en gmedeneur élevee eniTR éstsupenptatiquec ont enan

courante, surtout en Chine (Pagano, 2017). Cela pousse les chercheurs a étudier les

modal it®s dbéabsorption, dRchezdes vwgétaaxtsipérieurset dbéact i

Par exemple, une étude sur les lichens Xanthoria parietina exposé au Ce (0,1 mM, 1
mM, 10 mM et 100 mM) a montré une bioaccumulation extra et intracellulaire de ce
métal causant une toxicité aigle marquée par une diminution de la performance

photosynthétique (Paoli et al., 2014).
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Les donn®es concernant | 6ef fet des TR sur | e s
contradictoires. Dans une ®tude r ®oikesse¢ede (2014) ,

germination de quelques esp ces a ®t® rapport®.

doéi mpact sur |l a germination des esp ces test ®es
négatifs sur la germination ont été notés pour les espéces suivantes : Asclepias syriaca,

Panicum virgatum, Raphanus sativus, et Solanum lycopersicum. L 6 ¥ affecté

négativement la germination de Desmodium canadense et S. lycopersicum (Thomas et

al., 2014). Dans laméme étude, 6 e f f et sur | aeucespedes/A syrnacacet des d

D. canadense est aussi rapporté, les concentrations efficaces causant 10% et 25%

doéinhibition sonTablgaulRBs ent ®es dans | e

En contrepartie, une augmentation de la germination des grains a été observée dans

une autre étude avec Phaseolus vulgaris (haricot) (Pagano, 2017) exposé aux TR. En

outre, le taux de germination chez les grains de riz Oryza sativa a augmenté lorsque

cette espéce est exposée a des concentrations en nitrate de cérium de 10-15 pg/mL

(Fashui, 2002). Le méme auteur a rapporté que le traitement au La a des concentrations

de 500 pg/g a amélioré la germination du riz. Cela peut étre expliqué par les propriétés

du Ce et La qui sont similaires au calcium. Ces deux lanthanides ont donc un

m®c ani sme dobéact i amaintehante deala stabilitéeeude Cadi nt ®gr it ® de
membrane plasmique et retardation du vieillissement engendré par les radicaux libres.

Toutefois cela ne prouve pas que les lanthanides sont des éléments essentiels pour les

plantes (Fashui, 2002). Mal gr® | 6®volution des ®tudes sur |

la phytotoxicité reste mal comprise.
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Tableau 1-3 : Résumé de | &ffet de trois TR sur la croissance de deux especes canadiennes natives
(Thomas et al., 2014). CE10 et CE50 (en wgl sol sec ) représentent les
concentrations des métaux auxquedld y a 10% et 25 % de réduction de biomasse par
rapport au témoin sans traitement; AS poir syriacaet DC pouD. canadense

AS DC
Lanthane
CE10 91,4 132,4
CE25 201,4 3013
ANOVA (P value) 0,001 0,003
Yttrium
CE10 95,8 33,7
CE25 257 109,4
ANOVA (P value) 0,001 0,001
Cérium pH élevé
CE10 54,6 165,9
CE25 252,6 213
ANOVA (P value) 0,001 0,001
Cérium pH faible
CE10 119 67,2
CE25 196,7 145,6
ANOVA (P value) 0,001 0,001

1.3.3.2 Les TR etles mi cro-organismes

Plusieurs espéces microbiennes ont été identifiées comme résistantes aux
concentrations élevées en TR présents dans leur environnement. Des effets stimulants
et inhibiteurs ont était rapportés en fonctions des concentrations en lanthanides et sous
des conditions de laboratoires (Pagano, 2017). Cela sugg re que | 6augme
concentrations des TR dans | éenvironnement peut

microbiennes.

Dans une étude, les effets inhibiteurs de croissance des champignons ont été détectés
avec des tests sur plague ou le La ou un mélange de TR (La, Ce, Pr, Nd et Gd) a été
ajouté a des concentrations de plus de 100 mM. Dans un milieu de culture liquide,
I 6i nhi bi ti on drichoderma atrevgiderecde T.darzianum est obtenue a
des concentrations de La ou mélange en TR variant de 1 & 10 mM ( D6 A (et ah,0
2009).

Les résultats de Wenhua (Wenhua et al., 2003) ont montré que le traitement avec La®*

(@)

stimule | e m®t abol i s me E4clencdiaoogli andes cententratorsg ne) d
de 50 a 150 mg-L. Une autre étude menée par Ruming (Ruming et al., 2000) a montré

quod- des concentratiohkaretn jiwsanglutds broidgsarde umgL a a
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d B.Coli est stimulée, au-dessus de 400 mg-L* une inhibition de croissance est notée.
Ces observations ont été expliquées de la méme logique que pour les plantes :
| 6endommagement Ecoelestdl auiremplacemerg des ions du calcium
par ceux du La (ou Ce) au niveau du site de liaison, en raison de la similarité de leurs

rayons ioniques et de la méme affinité au ligand (Peng et al., 2004)
1.3.3.3 Les TR etles algues

La toxicité des TR sur les organismes aquatiques reste peu étudiée. Les algues (micro

et macro) sont considérées comme des organismes sensibles. Les concentrations en

TR dans des algues brunes échantillonnées de la c6te de Niigata, une préfecture au

Japon , ont ®t ® quantifi®es afin doé®tudier l e col
organismes marins (Sakamoto, Kano et Imaizumi, 2008). La biosorption et la

bioaccumulation de ces éléments a été étudiée chez ces mémes organismes. Dans

cette étude, les concentrations des TR (La, Eu, and Yb) sont ordonn®es sel on

au niveau de la macroalgue Sargassum hemiphyllum comme suit: « branche

principale » > «feuille » > « vésicule é . Le comportement ddédadsor ptic
entre lestrois| ant hani des avec une capacit® doadsorpti

| dor dr e: Es O Lav>a¥b.t Cela peut étre di a la différence des coefficients de

di stribution ainsi quo- | 6af f i(Bakam@o, daeoet a bi o ma
Imaizumi, 2008).

Dans le méme contexte, Birungi et Chirwaont i nvestigu® | dadsorption
La sur les cellules algales. Les résultats ont montré que Desmodesmus multivariabilis

produit la meilleure performance comme adsorbant avec une capacité maximale
déoaccumul ati on dg! etluae faite affibit@ @, 55ney™ (paramétres de

Langmuir). Chlamydomonas reinhardtii a une meilleure capacité de sorption avec une

valeur de 143 mg-g* mais avec une faible affinité de 0,25 L-g* (Birungi et Chirwa,

2014).

Dbautres ®tudes ont ®t ® r @asilles SRRpewentdreamplacerl e but d
|l es ® ®ments essentiels. Une ®tude a ®t ® effec
Desmodesmus quadricauda ou cette algue était exposée a des concentrations faibles
en lanthanides (Ce ou Eu ou Gd ou La ou Nd) sous des conditions de stress de métal
(faible concentration en Mg ou en Ca). Les résultats de cette étude montrent que les

conditions de stress nutritifs r®dui sent l a croli
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de faibles concentrations en TR a un effet stimulant sur les microalgues (Goecje et al.,
2015).

Tai et al. ( 2010) ont testé la toxicité de 13 lanthanides, séparément, et mélangés, sur
une algue marine unicellulaire Skeletonema costatum. La CE50 & 96 h pour le mélange
des lanthanides est de 29,04 + 0,61 pumol-L™. Des résultats similaires ont été obtenus
chez Chlorella autotrophica avec une CE50 de mélange de 12 lanthanides de 29,00 +
0,50 pmol-L*aprés96h doéex posi {Suetal,6 200525 AC

€ | 6 |dAhR e Jaboratoire de métaux traces du professeur Claude Fortin, la toxicité
aigué (a court terme) et chronigue (a long terme) des métaux a été étudiée sur les
microalgues vertes telles que Chlorella fusca, C. reinhardtii et sur des diatomées. Une
étude sur C. fusca exposée aux lanthanides (Ce ou La) a long terme (120 h) et a pH =
5,5 a été mené par Beaubien (2015) et ce en absence des phosphates qui ont une forte
affinit® avec |l es TR.a lkkG®tacde®ra smonon®dgueni | i e
trés importante lors des tests de toxicité vu que les résultats des CE50 en présence des
tampons (tel gue | 6aci des maldiequ es)o (Bradiles@tn@ ed i f f
2015). De m°me | 6®tudiant Singing a expos® |l a m°m
(La ou Ce) en présence de 5x10° mol-L** de phosphore organique qui ne cause pas la
complexation de ces métaux (Singing, 2017). Les résultats ont démontré -de méme que
| 6®t ude pr ®c ®d eque la nalire chithigjze wibniilieind X osi ti on est dovu
importance indéniable lors des tests de toxicité sur les algues (Singing, 2017). Dans les
deux ®tudes, un ef fet dohorm se caract®ri s®e p.

cellulaire a de faibles concentrations en cérium.

Une étude ultérieure réalisée par Rahal (2018)a i nt ®gr ® | 6ef fet de | a ma
naturelle (MON) (SRHA : Suwannee River Humic Acid) ou elle a caractérisé la

spéciation du lanthane en présence de différentes concentrations en MON et a évalué la

toxicité des lanthanides en présence de cet acide humique. Cette étude a suggéré une

toxicit® plus i mportant e eneson apsern®es &Jn tableaud e SRHA
comparatif entre les deux premiéres études résume les valeurs de CE50 est présenté ci-

dessous (Tableau 1.4). Une partie des résultats de Rahal est présentée au niveau du

Tableau 1.5.
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Tableau 1-4: Les valeurs des CE50 de deux lanthanides sur  C. fusca obtenues au laboratoire du Prof.
Fortin ~ 161 NRS.

1" étude en absence de phosphoré,&ude en présence du phosphore organiqliebleau établi a partir

des donnés de(Beaubien, 20153t (Singing, 2017ND: donnée Non Disponibleest représentent les

écartstypes et les [ ] indiquent les intervalles de confiance a 95 %,

1re étude (Beaubien, 2015) 2e étude (Singing, 2017)
CE50 (nM)
[La] . 490 70 570 [190 -1050]
mesurée
[La3] 430 +60 280 [60-630]
En absence de tampon [Cel
. 19070 530 [430-670]
mesurée
[Ce®] 170460 160 [90-250]
[La] . 38001500 360 [140-780]
mesurée
3+
En présence de 10 4nM [I(_:a ] 260 +30 ND
d'acide malique [Cel 6000 +1000 3900 [2010- 6750]
mesurée
3+
I[_Ce ] 270 +60 100 [30- 200]
ibre

Tableau 1-5: Valeurs calculées des CE50 de La pour | &lgue Chlorella fusca aprés 120 h d @&xposition
pour des concentrations dbaci dgRahay20i8jue de O, 1,

[SRHA]
(mg C/L)

CE50

[La] mesuré (nNM)  611+150 529+81 364218 294+ 47

1.4 Objectifs de la recherche

Le manque doéinformatfietedes " TRrepos | d®cosyst me
| 6®val uati on agl Gsquesa potentietkes uk eulrbenvi ronnement aq
L6i ngveetsitdan de | 6i mpact de ces ® ®ments sur | a r
C.fuscaf ut | 6objectif de plusieurs ®tugdelggesau sein
années. En continuité de ces travaux, le présentpr oj et so6i nt ®retomise ~ | 6i n

TR Nd, Tm et Y (ces éléments font partie des TR potentiellement exploitées dans divers
domaines industriels comme détaillé dans la section 1.1.3.) sur la réponse biologique
non seulementde C. fuscama i s aune auire algu® : C. reinhardtii. Ceci permet de
comparer dbébune part |l es effets des TR choisies
| anthanides ®tudi ®s pr ®c®demment (Ce et La) et
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réponse de ces deux espéces phytoplanctoniques. Ces travaux sont réalisés en
préesence de POD pour ®viter | a pr®cipitation des

Puisque | es TR coexi st eamtusdawvp ndvduernatti®icittlron e me nt
doéun m®l angesde NGO a&Cgreirthandtier t e

Les objectifs de cette maitrise consistaient a :

T V®ri fier | 6efficacit® de | a substitution d
organique.
T £valuer l a toxicit® doéune TR [(TBet¥et ( Nd) et

comparer entre les deux groupes.
Comparer les réponses hiologiques des deux espéces des microalgues.
Evaluer | 6effet de |l a pr®sence doéune TRLE su

toxique de ce mélange sur C. reinhardtii.

Les hypothéses liées a ces objectifs sont: i) le POD peut étre utilisé par les deux

esp ces dobreffegtueecss études évitant la précipitation des TR et permettant

aux algues de se développer ; ii) les TRLO sont plus toxiques que les TRLE ; iii) les

deux esp ces nbdont pas |l a m°me sensibilit® aux
effet additif.

Des différences seraient probablement observées entre la réaction biologique des deux
esp ces dans des conditions dobéexpositien similai
propres mécanismes de défense. Dans ce cas, il faudrait trancher de la significativité de
ces différences. En ce qui concerne la contamination métallique avec deux TR, nous
croyons quobune icloimpputentioem laeigs adeux ® ®ments s

déun site commun pour | e transport des TR.
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CHAPITRE 2 : MATERIEL ET METHODES

2.1 Modele de sp éciation chimique :

Af i n

ont

ddbesti mer |l a concentrat.i
®t ® r ®al i de

de calculer la spéciation des métaux en se basant sur la composition ainsi que la

on en m®t al

s®es 7 | 6ai de

concentration de chaque composant présent dans Les constantes

le milieu.
thermodynamiques utilisées dans ce modeéle sont mises a jour continuellement dans le
laboratoire du Pr. Fortin. Elles proviennent de la banque de données NIST (National

Institute of Standards and Technology). Le

tableau résume les constantes

thermodynamiques utilisées avec le logiciel MINEQL+ pour le calcul de la forme des

version 5.

trois métaux : Nd, Tm et Y.

Tableau 2-1 Constantes de formation de complexes avecleTm, leNd et | d8Y.
Complexe log b Complexe log b Complexe log b
formé formé formé
Tm(SO4)*" 3,59 Nd(SO.)" 3,66 Y(SO4)* 3,48
Tm(COz)" 7,930 Nd(CO3)* 7,530 Y(SO4)> 5,20
Tm(CO3)> 13,830 Nd(COs)> 12,730 Y(OH)* -7,70
Tm(EDTA)- 21,760 Nd(EDTA)- 19,08 Y(OH)2* -16,40
TmOH?* -7,81 NdOH?* -8,33 Yo(OH)*  -14.20
Y3(OH)s**  -31,6
YCO3z* 7,48
Y(CO3)2 12,63
YHCO3z** 12,65
YEDTA* 20,66
YCI? 0,58

2.2 Choix des microorganismes

Les microalgues sont des microorganismes photosynthétiques vivant dans des eaux

marines ou dulcicoles.
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eucaryotes. Ces derniéres se distinguent en plusieurs groupes comme : les microalgues
brunes, rouges et vertes. Ces microorganismes jouent un rdole important dans

| 6 ®c o s yce sontrtes producteurs primaires. Ainsi leur contamination pourrait avoir

un effet sur | e reste de | a cha’  nierlattaxiotp hi que. C
des métaux sur ce maillon alimentaire. L6i nt ®r °t de | dutilisation des
l a consid®ration de | a sensibilit® de ces organi
recommandati ons canadiennes pentyRCOH)ducgnged!| i t ® de

canadien des anvirnnament ¢GCME) eAusdi & manipulation de ces

microorganismes est aisée dans les laboratoires : un organisme peu compliqué, qui a

besoin doébune source | umineuse, de nspolursa mi n®r a u»
croissance. Dans notre projet nous étudions deux espéces micro-algales vertes

unicellulaires. Les souches utilisées proviennent du Canadian Phycological Culture

Centre (CPCC) “ I 6universit® de Waterl oo.

2.2.1 Chlorella fusca

La 1°® s o u c h e dé dahsce®prajet est Chlorella fusca var. vacuolata (Shihira et
Krauss, 1965) (CPCC#389).

'Suml
1000x

Nom : Chlorella fusca vacuolata
(ayant une vacuole importante pour
|l a gestion de | 6e
minéraux et un chloroplaste

important pour la photosynthése).

Découverte : par Dr Emerson en
1923 a Philadelphie .

Forme : ellipsoidale / sphérigue.
Mesure : 5,5a 12 um (longueur)

3,5a 11 um (largeur)

La reproduction de cette souche est asexuée se réalisant par mitose précédée par la
duplication de | 6ADN durant || 6interphase et qui

travail effectu® dans | 6®qui peelgud esttpsté®@foesss seur Fo
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des conditions de stress intense, en absence du phosphore (P). En effet, les ions
phosphates PO.* ont une faible solubilit¢ en présence de terres rares. Ceci peut
engendrer la précipitaton des TR ce qui c 0o mp Hei lg wecité ldési nvestig
m®t a u X déovoat @u &C..usca @ eu croitre dans un milieu de culture
inorganique dépourvu de P pendant une période de 5 jours (Beaubien, 2015). Aussi
cette algue est trouvée tolérante au milieu relativement acide (Parent, 1991). Chlorella
fusca f 4t | 6objet de plusieurs ®tudes au sein de |
aux |l anthanides (Ce et La) et dbéautresenm®t aux t
fatun or gani s mecoutsdde notreRprofet avea les TR bien que cette espéce

ne soit pas isolée a partir des eaux canadiennes.

2.2.2 Chlamydomonas reinhardtii

Une deuxiéme algue a été sélectionnée dans ce projet : Chlamydomonas reinhardtii.

Cboest un or gani s meexpérongntalementtpour la biologie ckllular® et

moléculaire. La souche utilisée lors des expériences est Chlamydomonas reinhardtii

Dang (CPCC11). C. reinhardtie st beaucoup ®tudi ®e au s:ein de |
dans | e cas dobar gudatetme)(Ferkinpeb Gampbellp2000), notamment

dans | é6investigation de Il a relation edatre | a <c
bi odi sponi bi |(Fotti® etdle2004%) des édéméents du groupe platine (Rioux,

2018) et du chrome (Aharchaou et al., 2017).

’ -
Nom : Chlamydomonas “'-’"‘f\.‘ o
Reinhardtii i;’/,' y

s
Découverte : par Dr
Dangeard( d 6o % | e
Diamétre : 5-10" um
Milieu : eau douce, (Roy, 2009)

saumatre, sols.

Mode : Mixotrophe

*(Sasso et al., 2018)
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2.2.3 Entretien des cultures algales

Afin dbéassurer un bon ®t at physi ol ogique des i
repi gu®s chaque deux semaines. Le tr-adireaf ert s 0e
pr snedoful amme sous une hotte 7 flux | aminaire,
bactérienne des cultures. Lors du transfert, 3 mL de la culture algale précédente étaient

ajoutés a 100 mL de milieu de culture MHSM-2 stérile (la composition du milieu est

donnée plus bas). La culture des algues a été effectuée dans des erlenmeyers en verre

borosilicaté de 250 mL préalablement autoclavés. Les erlenmeyers étaient placés sur

une plaque agitatrice (60 rotations par min)
(Conviron CMP4030) dont la température et la luminosité étaient gardées constantes,

soit 20,0 N 0,1 AC pour I%a! (écirage@uormdcanrblancet 80 N

froid) pour |l a luminosit®. La photop®riode ®tai
dur ant cette p®riode. Léabsence de bact®ries da
mensuell e par une incubation des algues sur un ¢

2.3 Milieux utilisés et réactifs

231 Composition du milieu de culture, de rin-a

é | Vemsité de Waterloo, les deux espéces algales ont été cultivées dans un milieu

riche en nutriments: le BBM modifié (Bol d 6 s Bas i I|A lavréodptian nde

| 6i nocul um, on pr®pare un duplicata de <culture
dbéal guesO dmalnsde5 notre milieu de culture). Un v
conserv® ° 4AC pour 6 ° 12 mois. Cette phase d

algues dans notre milieu. Une fois on obtient une densité cellulaire similaire au premier

inoculum recgu, on peut utiliser le duplicata pour le prochain repiquage.

Le milieu de culture utilisé au cours des travaux de notre équipe pour la croissance des
algues est un milieu synthétique modifié, le MHSM-1 (Modified High Salt Medium). Ce
milieu contient du phosphore inorganique dissous (PID). Le milieu de culture utilisé pour
nos exp®riences dobéexposition d2ea leghogphores aux TR
inorganique a été substitué par une source de phosphore organique dissous (POD), le
b-glycérol phosphate. Cette substitution a pour but de réduire la complexation et la
précipitation des TR ayant une grande affinité pour le phosphore inorganique. Des

études précédentes ont été effectuées lors des travaux de maitrise par Singing (Singing,
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2007)etquiav®r i fi ® | 6efficacit® de cette substituti
pour cette étude est de 25 x10® mol-L2. Il faut noter que le P constitue un élément

nutritif important pour la croissance des microorganismes notamment pour les

microalgues. Une concentration élevée en ce nutriment peut cependant entrainer une
eutrophisation et une d®t ®r i oCbdasdstonp aduwers coeotutres rd:
gue les autorités gouvernementales établissent des exigences relatives aux rejets en P

dans | es r ®s e a ux100 MgpL®)g,o utas n iPt qu e dans | es c
(Pt<1mg-L?1). Toutes les solutions intermédiaires étaient autoclavées a une

température de 121 °C et sous une pression maximale de 2,5 bars (sauf celle des

micronutriments (solution AAP)).
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Tableau 2-2 : Composition des solutions stocks et quantités ajoutées pour la préparationd  @n litre
de milieu de culture MHSM  -2.

Solution intermédiaires Composition Masse par Volume
litre prélevé
b-glycérol phosphate C3H7Na206P 36 g AL 250 uL
(0,20 M)
MHSM-2 NH4NO3 15,00 gA!
Ammonium 5mL
MgSO.A 7.8 4,00 gA !

Ca(NOs) A4H  3,20gA?l

Nitrate de potassium KNOs 101,1 gA ! 4 mL
Tampon MES Monohydrate (10-?) CeH13NO4S 21,32 ¢ 100mL
H3BOz 186 mgA!
MnCl2AtH20 415 mgA-!
FeCl:A 6.8 160 mgA!
AAP
(Algal Assay Procedure) Na:ED T AAQ H 300 mgA-t 1 mL
Micronutriments
Zn1lg/L 1, 59 Img
Colg/L 064 mygA
Mo 1 g/L 288 mygA
Culg/L 447 ¢€lgA
Ajustement de pH Hydroxyde de sodium NaOH 04 ¢ AL Variable*
Métaux Nd 1,00 g AlL
déexpositi
Etalon ICP (SCP Tm 1,009 AL Vvarable
science).
Y 1,00 g AlL

*environ 800 pL par 1 L de milieu de culture.
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https://fr.wikipedia.org/wiki/Carbone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hydrog%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Azote
https://fr.wikipedia.org/wiki/Oxyg%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Soufre

2.3.2 Préparation des milieux et matériel utilisé

€ partir des solutions inter m®Ai ai r es; | es
ont ®t® pr®par ®s awagantieuhéea®suktatdpsd&e de
fioles jaugées en polycarbonates. Chaque solution (Tableau 2.2) a été filtrée sur une
membrane Millipore en polycarbonate ayant une porosité de 0,2 um sauf celle du NaOH

mi | i
18 M

gui a ®t® filtr®e sur une membrane en PES (poly

de 0,2 um. Les solutions préparées étaientt ouj our s conserv®es ~ 4AC

bouteilles utilisées étaient en polypropyléne (PP), en polycarbonate (PC) ou en verre,

qui sont des matériaux autoclavables.

Le matériel utilisé étaitt r e mp ® dide migiqué HBNEDg a 10 % pendant 48 h, puis
rincécingf oi s avec de | bequatred ®m$s n®vati d@®el 6 au
suite le matériel était mis sous hotte a flux laminaire. La surface de cette hotte a flux
destinée au séchage ainsi que celle de la hotte biologique étaientnet t oy ®e s =~ |
Les exp®r i enc eétaientd@aiségs aans tles erlenmeyers de 250 mL en
polycarbonate Nal geneE. T 0 u tétaitl reettoyd alé @ rniémd maniére, et

BN

autoclavé a une température de 121 °C pendant une quinzaine de minutes afin

ul tr e

6al c

doeffectuer des repiguages et déavoir des c

contamination bactérienne peut biaiser les résultatsdenos exp®r i ences dbéexpos

Pour préparer un litre de milieu de culture on ajoute 5 mL de la solution Ammonium, 250
pL de la solution pho s p hor e o r-glyaénol pipasghate) & 4 mL de KNOs dans un
vol ume d o6 e a;les aohpositianp des solutions sont détaillées dans le Tableau
2.2. Afin de maintenir un pH constant du milieu égale a 5,00, 100 mL du tampon 2-(N-
morpholino) ethanesulfonate (MES ; 10 mM) ont été ajoutés pour obtenir une

concentration finale de 1,0 mM MES. é ce pH, |l es m®t a u x doi nt

compl ex®s. On compl te avec de | deau athitt rapur e

autoclavé selon un cycle de 15 minutes de stérilisation et a une température de 121°C.
Aprés 24 h de refroidissement sous la hotte biologique, 1 mL de la solution des

oligoéléments (AAP) a été ajouté a chaque litre.

Le Tableau2 . 3 i ndique |l es volumes pr ®I| evi@s(depour
méme composition que celui de culture décrit au Tableau 2.2) et celui de rincage. Pour

les expositions, les volumes des métaux ont été ajoutés a chaque 100 mL dans

| 6erl enmeyer pour obtenir l a concentration
Tableau 2.4.
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Tableau 2-3 : Volumes de solutions intermédiaires utilisés pour la préparation des milieux de rincage
et dbéexposition

par 1 L.

Milieu de ringage

Mi |l i eu

déexposi

Ammonium 5mL
Nitrate de potassium 4 mL
b-glycérol phosphate 250 pL

MES 100 mL
AAP -
NaOH variable

5mL
4 mL
250 pL
100 mL
1mL

variable

Tableau 2-4: Exemples de prélevement des volumes & partir des solutions contenant le métal
déint ®r °ts

Métal Concentration Solution stock Solution mere S Volume prélevé
(masse nominale lg-L? dilution 100 a partir de S
molaire) désirée (nM) (uL)

Nd 600 nM 6,93 103M 6,93 10°M 865
(144,24 g-mol?)
Thulium 500 nM 592 103M 5,92 10°M 845
(168,93 g-mol?)
Yittrium 400 nM 1,12 1072 1,12 10“M 533
(88,9 g-mol?)
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Tableau 2-5: Concentrations des espéces dans le milieu de culture et d'exposition

Entité Concentration
chimique (mol-L 1)
HsBO3 3,01 10°
Mn 2,10 10°
Cl 597 10°
Fe 592 107
Na 8,00 10°
Co 1,09 108
Zn 2,43 10°%
Mo 3,00 10°
Cu 7,03 10
EDTA 8,06 107
NH4 9,370 10*
NO3 5,073 103
Mg 8,114 10°
SO, 8,114 10°
Ca 6,797 10°
K 4,000 10°
MES 1,095 102
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2.3.3 Le milieu de ringage sans EDTA

Le milieu de rincage a presque la méme composition que celui de culture mais plus
simplifiée (sans oligoéléments). Au début de chaque expérience, les algues en phase
exponentielle récupérées sur les filtres étaient remises en suspension dans 20 mL de ce
milieu de ringage puis distribuées dans leser | enmeyer s. é |l a f
algues récupérées a la filtration étaient rincées trois fois avec ce méme milieu (10 mL
3).

2.3.4 Le milieu de rincage avec EDTA

Les volumes nécessaires pour préparer un litre du milieu de rincage avec EDTA sont

n

de |

décrits dans le Tableau 2 . 3. Ce milieu ayant une <concentra

éthyléne-diamine-tétra-acétique (EDTA) : agent chélateur qui sert a extraire / retirer les
m®t aux adsor b®s ~ |l a surface des algues
produit chimique (I O8EDTA) connu comme un

seuls les sites carboxyliques sont utilisés) est exploité dans divers domaines. Par
exemple en agronomie o% il est exploit@s
dans la plante ce qui permet de lutter contre la carence en oligoéléments. De méme,
dans notre milieu de culture, cet élément permet de maintenir en solution les éléments

mineurs comme le fer qui aurait tendance a précipiter.

Au cours de ce projet, 10 mL de ce milieu étaient ajoutés a chaque systeme de filtration
la fin dedolexepop@rtiteemetpes de contact de

récupérées sur les filtres était de 10 minutes.

2.3.5 Choix des concentrations du phosphore organique dissous de S
milieux de culture

Dans le travail de Singing (Singing, 2017) la croissance des algues a été testée a
différentes concentrations en POD, en présence de PID et en absence de toute source
de P. Ses résultats ont montré une inhibition de la croissance des algues en absence du
P. En effet, le P est un élément essentiel pour assurer le métabolisme et la croissance
des algues. Par exemple, une étude effectuée sur la microalgue Scenedesmus obliquus
cultivée dans le milieu de culture BG11 & différentes concentrations de P (Hamouda et
Abou-El-Souod, 2018) a mont r ® ¢ u Oritratibnaen B égale a 0,007 g-L? le

contenu en carbohydrates et en protéines était plus élevé que le contenu obtenu a
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d 6 a u toncengrations en P. Pour notre étude, nous avons choisi une concentration de
25 x10° mol-L* de b-glycérol phosphate, a laquelle on a obtenu une bonne croissance
des algues. A cette concentration on a garanti une quantité suffisante en P pour la

croissance et le métabolisme des algues.

24 EXxXp®ri ences diestdeporicté ded taras rares sur  les
algues

2.4.1 Choix de la verrerie

Les exp®riences doébexposition ont ®t ®
polycarbonates (PC) lavés et stérilisés (comme décrit a la section 2.4.2). Ce type de
mat ®r i au ®tait choi si pour miagsorptionsue les phraiss

ef fectu

pertes

des erl enmeyers au (lcawie etsal., 2089). Audceuxspe rotretpriojet,n

la stabilité temporelle de chaque TR était testée dans les contenants en PC. Nous avons
enregistré des pertes de 10 % a 20 % environ en absen c e d 6.&Cepgndans au
cours des expériencesen pr ®s e n c,;ousiavans apsewé une diminution plus
intense. Pour cette raison, nous avons tenu compte de la concentration moyenne

mesurée du métal au cours du temps lors du tragage des courbes et lors de nos calculs.

2.4.2 Principe et méthodologie

En pratique, la méme démarche était suivie pour toutes les expériences lors de ce
projet. Pour chaque métal, chaque espéce était exposée a une gamme de
concentrations nominales. Au laboratoire, nous essayons de procéder dans des
conditions similaires a celles naturelles (et dans les mémes conditions que celles fixées
pour | 6entretien des algues). Les exp®r
culture (Conviron CMP4030) ou la température, la luminosité et la photopériode sont
contrt!l ®es. Les erlenmeyers ®taient d®p
importante pour mélanger les algues et assurer une bonne diffusion du dioxyde de
carbone vers ces microorganismes. La Figure 2.1 compare les conditions opératoires de
culture a celles naturelles (simplifiées). La Figure 2.2 représente un schéma récapitulatif

simplifié de la méthodologie suivie au cours des expériences.
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Conditions environnementales / Conditions expérimentales

naturelles
Lumin:t)sité
i 100 + 10 pE-m 2571 / g
Photod;ériode
Cycle: jour/ nuit i Cycle: 24 h de luminosité
Agitétion

Courant, exposition au vent de la 1
1

Plaque agitatrice: 60 rpm
colonne d'eau... I

1
Nutriment
Sels minéraux, P attaché au sédiment, i P.organique, source d’azote N,
matiére organique allochtone et | microéléments: Fe, Co, Mn, Zn, Cu...
autochtone, CO, dissous Sans MOD

Figure 2-1: Comparaison ent re les conditions expérimentales et naturelles de la croissance algale.

z | > Equilibre chimique |
pendant 48 h

a. Pré-inoculation 3 I l
Croissance pendant 72 h ’_W /—\; ,
- 1. Volume d'algues 2. Solution de rincage

(phase exponentielle)

b. Filtration aw
(récupération de la é é g Lg
|x

biomasse). c. Re-suspension

des algues dans o
20 mL de MHSM-R d. Exposition (120 h)

e, Filtration

» Digesti HNO; ,4 h
# Distribution des algues dans \—.r élggsfcl}on( ¥
les flacons d’exposition » ICP-MS

» Suivi de la croissance, du pH
et de la concentration en
métal

Figure 2 -2 : Schéma récapitulatif de la méthodologie expérimentale suivie.

2.4.2.1 Lapré-inoculation

La premiére étape consiste en la pré-inoculation ou les algues en phase exponentielle
étaient transférées dans le milieu de culture (3 mL par 100 mL de MHSM-2). Un volume
de 400 mL était inoculé afind 6 o btuenrei rquanti t ® dbéal gues

| 6 estipgnoChaque concentration nominale était testée en triple et six concentrations
en métal au minimum ont été préparées préalablement. En effet, aprés la préparation

des solution intermédiaires du métal en question, 100 mL de MHSM-2 étaient ajoutés

36

suf f

S a



dans un erlenmeyer en polycarbonate NalgeneE . A ce volume, on rajoute le volume
n®cessaire de | a solution du m®t al ( Nd, Tm ou
concentration nominale d®sir®e. 'l 'y avait ®gal e
sans meétal. La vérification du pH était réalisée sur un seul erlenmeyer pour chaque
concentration | e |l ong de | 6exp®rience afin de 1
®chantill ons. Ainsi, pour chaque concentration,
un volume de base (hydroxyde de soude ; 1 M) était ajouté lorsque nécessaire. Ce
volume est noté et ensuite ajouté aux deux autres erlenmeyers. Les erlenmeyers sont
laissées semi-ouverts sous | a hotte afin dbéatteindre 1|0

solution.
2.4.2.2 Exposition et suivi au cours du temps

Apr s 72 h de <croissance, 500 OL doéalgues ®taie
cellulaire sur laquelle on se base pour d®cider
Une fois que la filtration effectuée (environ 50 mL de culture étaient filtrés par filtre pour

éviter le colmatage de celui-ci) sur une membrane en polycarbonate de porosité de 2

pm, ces microorganismes étaient remis en suspension dans 20 mL de solution de

ringcage (sans EDTA). La densité cellulaire était alors déterminée a nouveau. Sur cette

base, on calcul ai't ensuite | e vol urnlessousPcessair e
pour chaque 100 mL de milieu dobéexposition pour
35 000 et 40 000 cell/mL. Aprés cette inoculation, les erlenmeyers étaient mis dans la

chambre de culture avec les conditions décrites ci-haut a la Figure 2.1. La variation de la

bi omasse algale a ®t® suivie chaque 24 h via I|e
du Coulter Counter Multisizer Ill de la compagnie Beckman Coulter. Pour lire la densité

des algues, on prélevait soit 1 mL ou 100 pL (le choix du facteur de dilution dépendra de

la prolifération des algues) a partir des erlenmeyers et on rajoute ce volume a 9,0 mL

(ou 9,9 mL) de la solution électrolyte ISOTON®. Cette solution est introduite dans un

tube possédant un orifice de 70 um «aperture tube» et qui se situait entre deux

®l ectrodes. Lorsqubdune particule passe ~ traver
solution est déplacé. Ainsi, une impulsion électrique ayant une amplitude proportionnelle

a la taille de la particule est créée. Cette action (changement de résistance) est
transform®e en concentration de particule par
capabl e de d®compter pr ®ci s®ment |l es cellul es.

utilisation avec une solution de nettoyage bactériostatique. Le calcul suivant était
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effectué pour déterminer le nombre de cellules ainsi que le volume exact & mettre dans

les erlenmeyers de 100 mL:
Densit® du concentr® dbéal g—u—ﬁe—filtr® (ou densit®
Avec,, . le nombre donné par le compteur a particule

FD : facteur de dilution

Volume a ajouter :

Les concentrations test®es ddansétemabledu@.6.xgs0si ti on
tossol utions des m®taux dbéint ®r °t ( NetEmentT m et Y)
PlasmaCAL pour ICP-MS de concentration 1 mg-L2. Pour chaque milieu doex
un échantillon de 1,5 mL a été prélevé dans un tube Eppendorf. Ce volume était
centrifug® ° une rotation de 5000 tr par mi nut
centrifugeuse ayant un rotor de 4 cm. Par la suite, le surnageant était récupéré et
acidifi® avec de%.ICé préévednent atait effectud tout au longles 5

jours de | 6exp®rience ddexposition afin de d ®:
doéi ntL@r °cth.oi x des concent rasé durodasstestd @rédimimaines i t i on es
effectués en début de la maitrise. Seules les concentrations nominales étaient prises en

compte sans détermination des concentrations totales mesurées pour ces tests

préliminaires.
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Tableau 2-6: Tableau des concentrations nominales testées (en nM) pour chaque métal chez chaque

espéce algale.

Néodyme (nM) Thulium (nM) Yttrium (nM)
Chlorella fusca 10, 50, 100, 500, 100, 500, 800, 1000, 10, 20, 50, 100, 200,
1000, 3000 et 5000 1200, 1500, 2000 et 350, 600 et 800
3000.
Chlamydomonas 10, 50, 150, 600, 20, 100, 250, 500, 20, 100, 200, 400,
reinhardtii 1800, 3000 et 5000. 900, 1200 et 2400 600 et 800

2.4.3 Reécupération des algues et leur digestion

Apr s 5 Xpasition,des algues ont été récupérées en recourant a la filtration.

Cette méthode était privilégiée a la centrifugation (Tétrault, 2014). Les filtres en
polycarbonates de marque Millipore, de porosité 2,0 um ont été utilisés. Le systéeme de

filtration se compose de deux filtres superposés déposeés sur des tulipes Nalgene® en
polycarbonates. Une pompe de filtration réglée a une pression maximale de 10 psi

permettait de sépare r l es algues de |l eurs milieux dbexpo
milieu & chaque tulipe était compris entre 40 et 50 mL. Le filtrat était récupéré dans un

tube de 50 mL et acidifié a 2 % de HNOs. Ensuite, les filtres étaient rincés deux fois avec

la solution de ringage sans EDTA. Un volume de 10 mL de milieu de ringage contenant

de | 6EDTA

(1 mM) ®tait ajout® afin dodéenl e\vadsorbéd srsla m®t a u x
surface des algues. Le temps de contact était de 10 minutes. Les algues étaient rincées

de nouveau avec la solution de ringage sans EDTA. Par la suite, les filtres ont été

récupérés. Le filtre se situant en bas représente la quantité en métal potentiellement

adsorbé a la membrane de filtration, celui se situant en haut contenant les algues sert a

déterminer la quantité en métal internalisé. Afin de déterminer les concentrations sur les

filtres, la technique de la digestional 6 aci de ®t .aAuxtfiltres mepupénég @aas

des tubes de 50 mL, on ajoutait 5 mL d 6 ac i d e «gradd trade qnétad» 70 % et 1

mL de peroxyde doéhy tibesd&aient placésBHansun blocehauffaneas

une température de 95°C pendant 4 h. Aprées, le volume de digestat était complété avec

de | 6eau ultrapure jusqudé”™ 50 mL.
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Au cours de la digestion, des controles de matériels de références étaient aussi mis
avec les échantillons. Ces contréles ont servi a vérifier si la digestion avait bien
fonctionné et permettait de déterminer le pourcentage de récupération du métal. Le
matériel de référence certifié utilisé était le BCR®-670. Ce matériel a été préparé dans
du matériaux «sans métal» (metal free) (Kramer et al., 2001). Le pourcentage de

récupération de chaque métal est montré dans le Tableau 2.7.

1 faut rappeler qubau s earfois dadigestion totele cBEUiI pe on
HF (acide fluorhydrique) este mpl oy ® en plus de | 6acjjoda nitri qu
recouru a la digestion partielle au cours de laquelle se ul e me n't | 6aétait de ni tri
utilisé. Ce dernier s 6 e st mssar teffiddce puisque nous avons obtenu des

pourcentages de récupération proches de ceux obtenus de la digestion totale : 90 % de

récupération de La (Singing, 2017) et 75,6 % pour le platine en utilisant le matériel de

référence IAEA-450 (Rioux, 2018).

Tableau 2-7 : Concentrations de métal mesurées dans les contrbles de digestion du m atériel de
référence.
Fraction massique Valeur certifiee BCR -670 Pourcentage de

récupération en moyenne

[Nd] (mg -kg™?) 0,473 + 0,015 72+4%

[Tm] (mg -kg™) 57+0,7 84 +3 %

[Y] (mg -kg™) 0,46 + 0,06 79+ 4%
2.4.4 ICP-MS

Léanal yse des a®pahunappardl tlespestronséeie de masse a plasma a
couplage inductif (ICP-MS). Cet instrument est de la compagnie ThermoScientific
(modele X series 2). Cet appareil est installé dans une salle blanche I1ISO 7 (classe 10
000) ou la concentration particul ai re est ma tri s®e afin de minir
rétention des particules. Pour cette classe, le nombre maximal de particules par métre

cube est indiqué dans le tableau suivant :
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Tableau 2-8 : La concentration maximale admissible  pour ISO 7 (MECART Inc., 2020)

Concentration maximale en particules égales ou supérieures aux tailles indiquées

(particules/m3d 6 ai r )

Classe 0,1um 0,2 um 0,3 um 0,5 um 1um 5 um
ISO 7 Ne sont prises en considération 352 000 83 200 2930
La premi re ®tape dans dIM8 esflambutisationn fasoludgomnt de | 61
est introduite dans une chambre de vaporisation
le nébuliseur la transforme en un aér o s o | liquide compos® de microg
ddbargon gazeux. Cet a®r osol form® passe dans u

température est assez élevée (entre 6000 et 10 000 °C) permettant de vaporiser,
dissocier et ioniser les éléments. Par la suite, les éléments ionisés passent par deux
cbnes en nickel et un ensemble de lentilles ioniques. Ce dernier extrait les ions chargés
positivement et les transporte vers un filtre de masse quadripolaire. Ce filtre sépare les
ions selon leurs masses ainsi que leurs charges (m/z). Le rapport (m/z) est déterminé en

fonction de la fréquence appliquée au quadripble.

L6®t al onnage de | 6appareil se faisait -avant ch
élémentaire de référence contenant 1 ug-L* de Li, Be, Co, Ba, Ce, In et U. Les deux
derniers ® ®ments (Il 6uranium et | 06indium) ®taie
gue | a stabilit® du signal. Le sigoo@Gtoupde | Gur an
par seconde. Le coefficient de variation des deux éléments pour quatre lectures devrait
étre inférieur a 1,5 %. Pour limiter la formation des oxydes, le ratio CeO/Ce ne devrait
pas dépasser 0,02. La double charge est aussi contrélée en réglant le ratio Ba®*/Ba a
une valeur sous 0,05. Afin de garder ces parameétres aux valeurs désirées avant
déanalyser nos ®chantil | onsoilapositionadesuestilles,fae nt ®t ai |
pression dans le nébuliseur, soit la position de la torche face aux cénes. Un test de
stabilit® de | 6appheredPb®t addbaebfgstu@®eav@®ohanti

La courbe do6é®talonnage ®tait pr®par ®e ~ partir

ayant la concentration de 1000 pg-L* de la compagnie SPC science. Deux courbes
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étaient préparées : unea2 % de HNOsz e t | @ a0W4 puisguén avait des échantillons
de di ff®rentes matrices. Les ®talons contenaien
concentrations variait de 0,01 a 30 pg-L?. Lors de chaque analyse, deux controles
préparésavec de | 6 edpartirdd|d ®taglucéd@ments tettifiés 414 de SCP
Science étaient analysés afin de vérifier la courbe. Les contrdles avaient des

concentrations respectives de 0,1 et 1 ug-L? de chaque métal. lls étaient également

™

analysés tous les 9 a 12 échantillons afin de vér i f i er |l a d®viation de |
I 6 a n allayimite de détection a été déterminée en multipliant par trois | 6-tgpe der t
dix mesures de la concentration la plus faible dans la gamme étalon, soit 0,1 ug-L™2. Lors

des analyses, cette limite a varié de 0,0012 2 0,0044 ug-L*'s el on | 6 ® ®ment ®t udi

2.5 Traitement des données

2.5.1 Parameétres de la toxicité

Le logiciel TRAP «Toxicity Relationship Analysis Program» a été utilisé pour déterminer
les concentrations efficaces moyennes médianes 50 % (CE50) de chaque métal chez

chagqgue esp ce. Ce programme analyse |l a diminuti
la survie, l a croissance ou |l a f®condit® (dans
val eur de t®moin ° z®r o quandonl,0 elxopgo sciotnicoenn tcrhaitmi
augment e. Dans | a platefor me, | 6axe des c¢Yeée ou
bi ol ogique affect ®e, | 6axe des ¢ Xe ou ¢cExposu

concentration du composant chimique dbéexpositior

2.5.2 Analyse statistique

2521 SPSS
Afin doéexpliquer | a relation entre | e m®t al i
déexposition, l a techniqgue de la r®gression |

statistique vise a expliquer ou a prédire une variable dépendante (le métal adsorbé dans
notre cas) par une ou un ensemble de variables indépendantes. Au cours de cette
étude, on a une seule variable indépendante (la concentration de métal en solution
mesuréeau cours du temps) doncn®ai mdagi mMmpldédéunleonmr Vg !
fait cette mod®I| i sati on, i est i nt ®r essant d o e

données prédites et celles observées. Ceci est déterminé en évaluant les écarts entre
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val eurs pr®dites et val teurésalus.dPbusenbon®edsle, lgu don appe

résidus verifient les propriétés suivantes :

1 La normalité : | es r ®si dus doi vent poss®der |l es p

distribution normale. Pour vérifier cette condition avec le logiciel SPSS, on peut

construreundi agr amme mettant en relation | a probe
débune valeur avec sa probabilit® th®orique (
Les points doivent étre aux al ent our s dbéune droite | in®aire

figure suivante (ici le résultat est assez satisfaisant) :

Diagramme gaussien P-F de régression de Résidu standardisé

Variable dépendante: DVP
1.00

75 /
50 /

Probabilité observée théarigue

-
25 -
0.00 /
0.00 25 50 75 1.00

Probahilité cumulée observée

Figure 2-3: Exemple du tracé P -P dans le logiciel de SPSS (UOH, 2013).

9 Homoscédasticité : el l e est veri fi ®e par | 6examen de
valeurs prédites, la variance des résidus est homogéne. Cette prémisse peut étre
vérifiée par I'examen du nuage de points du croisement entre les valeurs prédites

standardisées et les résiduels standardisés.

0Oy

T Loind®pendance des termes dobéerreur est wune
type de régression. Cette condition peut aussi étre validée par le test de Durbin-

Watson.

Interprétation des coefficients

Les résultats de la régression se lisent grace aux indices suivants :
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R : le coefficient de corrélation multiple est un indice standardisé variant de 11 a +1,
indiquant la force de la relaton ent r e | 6ensemble des variabl es i
variable dépendante. Plus la corrélation est élevée, plus la relation linéaire entre les

variables indépendantes et la variable dépendante est élevée.

R? : la corrélation multiple au carré, appelée coefficient de détermination, est un indice
de la part de variance de la variable dépendante expliquée par les variables
i nd®pendantes qui sont dans | 6®quation. 1 donn

expliquée par la variable indépendante.

La valeur de F: La régression est basée sur le rapport entre le carré moyen de
| 6am®l i oration due au mod | e et l e carr® moyen
mod | e et | es donn®es r®elles. Si un mod | e est
au modele devrait étre grande et les différences entre le modéle (droite de régression) et
les valeurs observées, petites.

Y YO|®
p Y YOjYe ¢

0 & ¢
Avec :

SCE : représente la variance expliquée par la régression.

SCR : représente la variance résiduelle ou non expliquée (partie de la variation totale

qui n'est pas expliquée par le modele de régression).

La valeur de F devrait étre plus grande que 1 pour que le modéle soit bon mais ceci est

confirmé avec le p-value donné par SPSS.
2.5.2.2 SigmaPlot

Afin de déterminer si la différence est significative ou non entre les différentes variables,
on a utilis® | e | ogiciel SigmaPl ot qui est un o
tests statistiques et des représentations graphiques utiles pour aborder des
problématiques complexes. Le test statistique utilisé avec SigmaPlot pour nos données
est le test «One Way ANOVA». Cette commande permet de faire le test de normalité
(Shapiro-Wilk ou Kolmogorov-Smirnov test) qui veérifie si les différentes variables
peuvent suivre une loi normale : une valeur de p supérieur au niveau de signification a
indique que la variable analysée suitlaloinormale.Le t est doO6®galpoutl® de var.i

niveau de facteur (la valeur de p supérieure aai mpl i que | a r®tention de
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null e stipulant | 6®galit® des ansiquelabhzrs| ene ree | ¢

la variance ANOVA qui v®r i f i e | hypoth se selon l aquell e
populations ou plus sont égales, sont vérifites. L6 hypot h se nulle stipule
moyennes de | a population sont ®awalaas moli &y ddtum’
doel |l es est di ff®rent e. Pour d®t er mi ner S i I

significatives, il suffit de comparer la valeur de p obtenue par le test au niveau de
signification choi si pour ®val uer nivéab g pot h se
signification a de 0,05 fonctionne bien: un niveau de signification de 0,05 indique un

risque de 5% de <conclure qubéune diff®rence existe | ¢

réelle. Deux cas de valeur de p se présente :

f Cas 1: P-value > a : Les différences entre les moyennes ne sont pas
statistiguement significatives. Si la valeur de p est supérieure au niveau de
signification, on ne dispose pas de suffisamment de preuve pour rejeter
| hypoth se null e.

1 Cas2:P-value<a:Ldhypot h srejetée etlord peut @mmscliure que toutes

les moyennes de populations ne sont pas égales.

La méthode de Tukey, de Student-Newman-Keuls ou Bonferroni permettent de tester les
différences entre les moyennes pour déterminer si cette différence entre les paires est
statistiguement significative. Pour la comparaison entre les croissances cellulaires
obtenues a différents traitements avec celles des témoins, on a eu recours toujours au

test Bonferroni (car on peut indiquer lesquelles des valeurs sont les témoins).
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CHAPITRE 3. RESULTATS ET DISCUSSION

Ce chapitre est consacré a la présentation des résultats des expériences effectuées lors

de notre projet ainsi gud” |l eurs interpr®tation
concernant la stabilité temporelle des éléments dans le milieu sans algues, puis les

résultats des éléments dans le milieu e n pr ®sence ddédal gues, de
doaccumdd G fuscoemx pos®e au Nd puis au,slivepat final e
ceux de C. reinhardtii exposée aux mémes éléments. Les travaux d@expositi

reinhardtii a un mélange de Nd et Tm sont présentés a la fin.

3.1 Stabilité temporelle des concentrations de métaux dans le milieu
MHSM-2
Le suivi de la concentration de chaque métal a été effectué en absence des algues
(contrdle abiotique (CA)) sur une période de temps de 120 h. Chaque 24 h une aliquote
a été prise pour chaque concentration, centrifugée a 5000 rotations par minute (rpm) et
le surnageant était acidifiepour °tre analys@&Spar | a suite ° |06l

3.1.1 Comportement du néodyme

Les courbes 3.1 (a), (b) et (c) présentent la variation de la concentration du Nd au cours
du temps pour des concentrations initiales de 500 nM, 3000 nM et 5000 nM
respectivement.

Pour chacun des traitements, la concentration du néodyme a peu varié au cours du
temps, sauf pour le 3¢™ échantillon de 5000 nM ol on constate une baisse aprés 48 h.
Ce point aberrant peut étre due a une mauvaise dilution. Les pourcentages des pertes
sontde 7+ 1%, 0,5+ 0,01 % et 0,5 £ 0,05 % respectivement pour 500, 3000 et 5000
nM.
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Figure 3-1: Concentration de néodyme en absence d
(b) et 5000 nM (c).

3.1.2 Comportement du thulium

Laconcentration en thu

(<)

@lgues dans le MHSM -2 : 500 nM (a), 3000 nM

lium tot al pr ®s ent

mesurée toutes les 24 h. Les concentrations nominales testées étaient : 10 nM, 100 nM,

500 nM et 1000 nM et les résultats sont montrés dans la Figure 3.2. Ce test permet de

vérifier la stabilité des concentrations au cours du temps. Ces derniéres restent aux

alentours des concentrations initiales. La perte la plus importante observée était & 1000

nMavec un pourcentage

d e ppeurraiteétrecexXpkquévpar ruren

précipitation qui, lors de la centrifugation des échantillons, résulterait en une

concentration plus faible dans le surnageant. En revanche, les pertes pour 10, 50 et 100
NnM sontde 3+ 0,46 %, 2,4 £+ 1 % et 4,7 = 3,5 % respectivement.

48

dans

20

%.



50

=
=
£ %‘
|_
(=
5]
w
]
s
ja |
% 45
£ —&— CA10nM 1
2 &l —@— CA10nM2
.% —v— CA10nM 3 —s»— CAS50nM1
= —e— CA50nM2
Q —+— CA50nM3
5
O . . ‘ T T ‘ 40 L— - . . . .
0 24 48 72 98 120 144 0 24 48 72 96 120 144
Temps de suivi (heures) Temps de suivi (heures)
(a) (b)

100

—a— CA 100 nM 1
—&— CA100nM 2 000 -
—»— CA100nM 3

82041 800 -

— —e— CA 1000 M 1
M —e— CA 1000 nM 2
80 1 —v— CA1000nM 3

400 T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144 0 24 48 72 96 120 144

Concentrations mesurées en Tm (nM)

Temps de suivi (heures) Temps de suivi (heures)
() (d)
Figure 3-2: Comportement du Tm au cours du temps en absence des algues : 10 nM (a), 50 nM (b),

100 nM (c) et 1000 nM (d).

313 Comportement de | 6yttrium

La v®rification de | a stabilit® datorlsbryétét ri um a
testées : 10, 50, 100, 500 et 1000 nM. Les résultats sont illustrés par la Figure 3.3. Une
légére baisse est observée : | 6 ®c hanMt(ill)l omstlOpass® dobébune conce
11,0 nM a 9,7 nM aprés 24 h (une diminution de 14 %) mais aprés la concentration était
plutdt stable. Pour les échantillons de concentration de 50 nM, le pourcentage de perte
est de 10 £ 4,9 %. Ce pourcentage est aux alentoursde 7 £ 4,15+ 1,7 et 1,67 £ 0,93 %

pour les concentrations nominales : 100, 500 et 1000 nM respectivement.
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3.1.4 Comportement du néodyme en pr

ésence des algues

Bien que les pertes observées ne soient pas trés importantes, nous nous sommes

pos®s

a

guestion

S i

des

tests

men®s

dans

matériaux que le polycarbonate aurait engendré moins de pertes de métal présent (ex. :

Téflon). On a aussi supposé que ces pertes seraient plus importantes en présence des

al gues

vertes

quden

| eur

absence.

Nous

avons

résultats sont présentés a la Figure 3.4. Comme supposé, les pourcentages de pertes

de

concentrati

m®t al

®t ai

ons

ent

de 5

pl us

00,

i mportants

1000,

3000
g u 6 xaurs de nos expériences nous prenons en compte la moyenne des

et

concentrations mesurées au cours du temps pour dresser toutes les figures.

600
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t

ajoutant
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3.2 Exposition de C. fusca
3.2.1 Exposition au néodyme

3.2.1.1 Suivi des concentrations

Le suivi des concentrations en Nd a été effectué sur une durée totale de 120 h avec
prise dbéaliquote pour <chaque conMe&uadsiea24i on (500

h. La Figure 3.5 montre la variation de la concentration du métal aprés 24 et 120 h. Les

données traitées sont présentéesauTa bl eau 6. 1 dans | annexe.

— m24h
=
£ m 120h
8 4800
k=
#4000
£
& 3200
c
S 2400
o
c
S 1600
g
o) 800
O

0

500 nM 1000 nM 3000 nM 5000 nM

Figure 3-5: Concentration du néodyme en présence d @lgues apres 24 et 120 heures d dxposition a
500, 1000 et 5000 nM de Nd (n=3).

On note que la baisse est plus prononcée a faible concentration de Nd avec les
pour cent agesivanttd @8, £36,t19 et 89 % respectivement pour les
concentrations de plus faibles aux plus élevées. Cette observation est similaire a ce qui
a ®t® constat® dans dbéautres travaux de Trecher
lanthane et le cérium. Cetécar t a ®t ® pris en compte dans | 8i ni
pui sque | es donn®es de toxicit® et | es calculs

de la concentration moyenne entre le début et la fin des expériences.
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3.2.1.2  Adsorption

La quantité du métal adsorbé au niveau de la membrane algale a été déterminée en

recourant alaf il tration et elnmMy ta Figure 8.6 reprédsemte T A (
distribution des mesures des concentrations en Nd adsorbé au niveau de la paroi
cellulaire de C. fuscaen f onction de | a concentration doexp:
log-log.On remarque gque | a quantit® du m®t al adsorb
de |l a concentration test®e ~ | dexcepti®dMn des <co
nM (points entourés en mauve) pour lesquelles la quantité en Nd est moins importante

gue pour les concentrations précédentes. Ces points™ | 6 ®cart sont parfois

parfois inférieurs a la tendance et peuvent possiblement refléter un bruit expérimental.

Le test Spearman confirme quéil y a une corr ®I at
Nd mesuré (p < 0,01). La régression linéaire est construite™ | 6 ai de de SigmaPl ot
2
=0,77

— Regression linéaire
— IC95%
Intervalle prédit

Log ([Nd] _ ., e) (@mol/cell)

Log([Nd®]) (nM)

Figure 3-6 : Néodyme adsorbé a la surface cellulaire de  C. fusca : données en logarithmique  (y= -
1,16x + 0,45).

Les conditions de I a r®gr ession ' i n®aire sont

atypiqgues c¢cout |observasod quf estrmad expliquéeepar le modéle et
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présente un résidu élevé), il faut regarder les résidus standardisés qui ne doivent pas

dépasser-3, 29 et 3, 29. Dans |l e cas ®tudi ®, l es r1r®si
de-1, 88 et doun 9la7’.i mudni ndee®pleendance des ter mes d
conditonpource type dobéanal yse, a ®t ® c oeWatsonr(ds®e gr ©Oc e

1,71) : ce terme ne doit pas étre inférieur a 1 ou supérieur a 3. Le tracé « P-P normal »

représente les probabiltés att endues sous | 6hypoth se de norn
celles observées. Ce graphe vérifie la normalité des résiduels : on remarque que les

points sbéalignent autour dbébune droite lin®aire

loi normale (Figure 3.7).

La Figure 3.8 représente les résidus en fonction des valeurs de la variable dépendante
pr®dite. Si une f or me a p dyaathase tdthohdscddasticitd ¢ e , clne
risque fort de ne pas étre validée. En analysant les tests statistiques, on conclut que,
lorsque les données ne sont pas transformées, le Nd total mesuré ne peut pas prédire
statistiguement celui adsorbé. Lorsque ces données sont transformées en logarithmes,
le modéle se montre significatif : la statistique F de Fisher est de 54,35 avec un p-value
égal < 0,005. Toutefois, le r? est égale a 0,77 avec les données transformées en

logarithmique et cette prédiction est significative.

Tracé P-P normal de régression Résiduel standardisé

Variable dépendante : Log_Md_adsorbe

1,0

0,8

0,6

0,4

Prob cum attendue

0,2

0,0 02 04 06 0,8 10

Prob cum observée

Figure 3-7 : Tracé des résidus en fonction du prédicteur pour vérifier la condition de normalité des
résidus.
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Régression Résiduel standardisé

Figure 3-8:

Nuage de points

Variable dépendante : Log_Nd_adsorbé

E¥] A0 05 0,0 05 10 15

Régression Valeur prédite standardisée

Tracé des résidus (erreurs) en fonction des valeurs préd ites : vérification de
|Ghomoscédasticité.

3.2.1.3 Toxicité : Effet du néodyme sur la croissance

a. Courbe de croissance

Les courbes décrivant la croissance de C. fusca a différentes concentrations de

néodyme sont représentées par la Figure 3.9.

1000000

100000

Densité cellulaire (cell/mL)

10000

—@— Témoin
—0— 10 nM
—0—50 nM
100 nM
—8—500 nM
—@— 1000 nM
—@—3000nM
—8— 5000 nM

24 48

72 96 120 144
Temps (heures)

Figure 3-9 : Profils de croissance cellulaire de  C. fusca en présence de différentes concentrations de

N d au cour s du temps. Les barrestypaddueles eur s

mesures (n=3).
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La courbe montre une phase de latence qui marque le début du cycle de croissance
entre 0 et 24 h, suive dbWU20é) qu helieeda deisiomonent i el

cel

Apr

ulaire. On note qudé”™ 120 h, | a phase

s 72 h et 120 hvedngdifleemsantteilapaopulatian mlgate des

toutes les concentrations testées :

Pour la gamme de concentration entre 1000 nM et 5000 nM, la croissance de
| 6al gue verte est affect®e par | e Nd
de 40 % et 73 % apres 120 h. Il est a noter que C. fusca était sensible a la méme
gamme de concentration en La (Singing, 2017).

Pour des concentrations comprises entre 10 et 50 nM, le Nd semble stimuler la
croissance de C. fusca de 13 % et 12 % respectivement par rapport au controle
sans métal apres 120 h. Ce ph®nom ne est ¢ 0 n neffet

d o6 hor mots en observe une stimulation de la croissance a de faibles

statior

e

avec de

Sous | e

concentrations en métal. Ce phénoméne est observé a des faibles doses d 6 u n

produit chimique aboutissant a un effet bénéfique pour un organisme ou des
cellules, malgré qu 6i | peut °t r & desl camceratrgtiens Ipluse
importantes (Mattson, 2008). De ce fait, un stress chimique trés faible ne cause

pas un effet biologique négatif mais bien le contraire. L6 anal yse st

atistiglt

0,05) montre toutefois que pour la densit® <cellulaire,

significative entre les traitements (10 et 50 nM) et le contréle.

En contrepartie, la différence entre la croissance algale a des concentrations
comprises entre 1000 et 5000 nM et le témoin est significative avec p < 0,05. Le
Tableau 3.1 montre les p-value pour chaque couple (traitement i témoin). Le
Tableau 3.2 représente les valeurs des taux de division pour chaque traitement
ainsi que les valeurs de p-value correspondante a chaque couple (Traitement-
témoins). On remarque que les résultats du test ANOVA qui compare les
densités cellulaires et ceux des divisions cellulaires des traitements et des
témoins sont semblables, avec une légére différence pour les échantillons de

1000 nM. En effet, la différence est si gni fi cati ve |l or s

gue | 60

densités cellulairesdecest r ai t ement s par rappaestpasaux t ®mo

le cas pour le taux de division.
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Tableau 3-1 : One-way ANOVA test : p-value entre les densités cellulairesa 120 h.
p p <0,05
Témoin vs. 5000 nM < 0,001 Oui
Témoin vs. 3000 nM 0,016 Oui
Témoin vs.1000 nM 0,010 Oui
Témoin vs. 500 nM 1,00 Non
Témoin vs. 100 nM 1,00 Non
Témoin vs. 50 nM 1,00 Non
Témoin vs 10 nM 1,00 Non

Tableau 3-2: One-way ANOVA test : p -value entre les taux de division cellulaire de C. fusca apres 120
h déexposi (nF.n au Nd

() P p<0,05
Témoin vs. 5000 nM 0,42 + 0,007 < 0,001 Oui
Témoin vs. 3000 nM 0,55+ 0,16 0,165 Non
Témoin vs.1000 nM 0,517 + 0,65 0,1 Oui
Témoin vs. 500 nM 0,63 + 0,02 1,00 Non
Témoin vs. 100 nM 0,61 + 0,002 1,00 Non
Témoin vs. 50 nM 0,65 + 0,005 1,00 Non
Témoin vs 10 nM 0,64 + 0,037 1,00 Non

Les données brutes des densités cellulaires de C. fusca et des concentrations mesurées

et libres sont représentées dans le Tableau6.4de | 6 annexe.
b. Courbe dose -réponse
Les exp®riences doeEhioelafusca ontoparmisl de trdcey ked cguubes

dose-réponse obtenues aprées 120 h (Figure 3.10 (a) et (b)).
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La Figure 3.10 (a) visualisant la concentration algale en fonction de chaque
concentration mesurée permet de déterminer la concentration efficace médiane qui
cause 50 % doi nhi KAEBO). Catte vdleur estrégale & 21&6MnMegavec

un intervalle de confiance a 95 % de 1250-3690 nM) . Léanal yse de wvariance
valeur du facteur F de 55 avec p-value < 0.05.
Apres avoir déterminé les concentrations en ion libre a partir de concentrations totales
mesurées (Tableau 6. 4 de | 6annexe), densit®s relati v
de | 6ion 1libre et [**aa é1€ B&edminéex(Figure B ®De(b)).eCette N d
derniére est de 1180 nM avec un ICgse = [624 T 2230 nM]. Pour ce cas, la régression
est significative (p-value < a) avec un F égal a 70. La CE50 exprimée en ion libre est
différente de celle exprimée en concentrations totales mesurées puisque le Nd est
présent sous forme libre a des pourcentages de 12 et 15 % pour des faibles
concentrations. Ce pourcentage est plus important lorsque la concentration mesurée
augment e. 1 est dobéenvi r oncenfFadlion®moreirtalesdd® 1080 pour | e
et 5000 nM. Les pourcentages en ions libres sont présentés dans le Tableau 3.3.
Tableau 3-3: : Pourcentages en Nd 3* dans les milieux d @xposition.
Concentration Pourcentage en
nominale ion libre

10 nM 12% £ 0%

50 nM 13%+1%

100 nM 15% + 2 %

500 nm 30%+3%

1000 nM 5%+ 1%

3000 nM 2% +1%

5000 nM 76 % £ 0 %
Le Tableau34compare | es valeurs CE50 de Nd et ce
travail de recherche 71 ®al sur I m° me esp

(Singing, 2017). On remarque que les CE50 du Nd sont 4 et 6 fois plus grandes que

celles du La pour les concentrations en ion libre et totales mesurées respectivement.
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Tableau 3-4: Comparaison entre les valeurs de CE50 obtenues de Nd et de La sur C. fusca.

[Nd3+] (nM) [Nd mesuré] (nM) [La3+] (nM) * [La mesuré] (nM) *
CE50 1180 2160 280 360
Intervalle de [624 1T 2230] [1250 1 3690] (67,57 630] [1407 780]

confiance

*(Signing, 2017)
3.2.1.4  Accumulation : Néodyme internalisé

La densité relative est exprimée en fonction du Nd internalisé et la CE50 en métal
internalisé a été déterminée. Selon une étude précédente au sein de nos laboratoires, la
CE50dulanthane en pr®sence dbéacide maliqgue est de 48
confiance (ICgs%) de [20-80] (Singing, 2017). La CE50 du Nd obtenue au cours de nos
expériences correspond au triple de la valeur précédemment déterminée (pour le
lanthane) : elle est de 177 amol/cellule avec un intervalle de confiance de [137 i 222]

A

amol/cellule.L6anal yse de variance donne walueka.ddune val

Les résultats illustrés a la Figure 3.11 montrent que plus la concentration internalisée en

métal en question est importante, plus nous obtenons une baisse de la densité relative

gui traduit une diminution au niveau de la concentration cellulaire a différents traitements

par rapport au témoin sans métal. Comme on | 6 o b sFgurer 211, dadela | a
déune concentration intracellulaire de Nd de 10

fort impact sur la population.
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Figure 3-11: Les densités relatives de C. fusca en fonction de la concentration intracellulaire de Nd

apr s 120 h .ddexposition

Les concentrations en Nd internalisé par cellule ont été également exprimées en
fonction des concentrations moyennes mesurées au cours du temps (Figure 3.12), ainsi

gue des concentrations en Nd libre (Figure 3.13). Ces figures montrent que la quantité

de m®t al internali s® augmente parall | ement

totales et libre dem®t al doéi nt ®r °t . On remarque qgque

de la cellule augmente linéairement avec une représentation graphique en

logarithmique.
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Figure 3-12: Nd internalisé chez C. fusca en fonction des concentrations en Nd

dans le milieu au coursdutemps (I e s

totales mesurées

b a rreurs epréseéntent les écarts-types).
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Figure 3-13. Nd internal isé chez C. fusca en fonction de la concentration enion libre  (les barres
d 6 e r meprasergant les écarts-types sont présentées).
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3.2.2 Exposition au thulium
3.2.2.1 Suivi des concentrations

La quantité en Tm présent dans le milieu de culture a été analysée au cours du temps.
La Figure 3.14 montre la variation de la concentraionapr s 120 h.lesdexposi ti
données sont présentées au Tableau6 . 2 ° | 6annexe.

3000 24h

m120 h

2500

2000

1500

I
I
1000 <
= an I 01N I
O‘=_ﬁ—_.

100 nM 500 nM 800 nM 1000 nM1200 nM1500 nM2000 nM3000 nM

Tm (nM)

Concentrations mesurées en

Figure 3-14 : Concentration du thulium en présence d @lgues apres 24 et 120 heures d &Xxposition a
une gamme entre 100 nM et3000nM (| e s b ar r e epréeéntent leseccartss
types).

On note que la baisse est plus prononcée a faible concentration de Tm avec les
pourcentages d@4<t135), 17 (s1b),18 @& h,43%et 9,9 (£ 3,1) % pour les
concentrations 500, 800, 1000 et 3000 nM respectivement.

3222 Ldédadsorption

Verslafinde |l 6 ex posi tadsormé a ld surfaderde C. fusca est déterminé par

digestion. LaFigure 3. 15 il lustre cette quantit® pour <chag
Le m®t al adsorb® varie avec | 6augmentation de |
régression linéaire est réalisée pour examiner si la concentration totale présente en

solution dbéexposition peut pr®dire celCe adsorhb
fusca. Le résultat est aussi montré dans la Figure 3.15. Les prémisses de cette analyse
statistique sont vérif i ®e s ° | 6ai de: doolo®ghnhdbbbelSP&IES pas
« aberrants » ou atypiques puisque les résidus standardisés sont de -2,42 et de 1,69. Le

test Durbin-Waston donne un facteur « d » égal & 0,799 ceci signifiequel 6 i nd®pendance
des t e mremeers estdvérifiée. La figure des probabilités vérifie la condition de la

di stribution nor madue 3.868 Pourd edlidere dar confition

dohomosc®dasticit®, i faut tracer |l es r®si dus ¢
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donneunestruct ure d®finie, | a c:adandnotreicasres poidteset pas va
propagent sous forme dobéune (trigured3dn Alsi, noosnme | e m
avons al ors wune paswvédfitd Epnr g ar dydemstatistigueaon a

conclutque | a concentration en Tm total lui&sent dan:
algales prédit significativement le Tm adsorbé a la surface de la cellule algale : le facteur

F est égal a 18,51 avec p < 0,005 et avec une variabilité en Tm adsorbé de 50 %

expliqu®e par le Tm | ibre. Qai c i tpiaocsn ®dtdRh 0vN® |
comme discuté plus haut, nous méne a décider de ne pas prendre en compte la
significativit® de ce mod | e. En e fvaleplusl 6 h ®t ®r 0 !
petitq u 6 i | ne devrait | 6°tre.

10000

Regression linéaire
1000 — — IC95%
— IP 95%

100 -

10 ~

Log([Tm_adsorbé]) (amol/cell)

011 I I 1 1 I 1
0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000 10000

Log ([Tm*"]) (nM)

Figure 3-15 : Thulium adsorbé au niveau de la surface biologique de C. fusca.
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Tracé P-P normal de régression Résiduel standardisé

Variable dépendante : Log_Tm_adsorbé

Prob cum attendue

0o 02 04 06 0g 1.0

Prob cum observée

Figure 3-16 : Tracé des résidus en fonction  du prédits : vérification de la distribution normale

Nuage de points

Variable dépendante : Log_Tm_adsorbé
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Figure 3-17: Tracé des résidus (erreurs) en fonction des valeurs prédites : vérification de

| 6homosc®dasticit®.
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3.2.2.3 Toxicit é : Effet du thulium sur la croissance
a. Courbe de croissance

Les courbes de croissance obtenues sont présentées dans la Figure 3.18. Chaque point

correspond a la moyenne de la croissance des échantillons exposés a la méme

concentration de thulium etlesbar r es dder r e ur sux écarts-typesgecasd e n t

mesures.
—8—Témoin
1000000 100 1M
500 NM
= —8—800 nM
= —e—1000 nM
= 100000 —e—1200nM
\:’-; —e—1500nM
= —e— 2000 nM
3 —e—3000 nM
$ 10000
Q
G
C
()
o
1000
0 24 48 72 9 120 144

Temps (heures)

Figure 3-18: Profils de croissance cellulaire de  C. fusca en présence de différentes concentrations

du Tm au cours du temps. Les barrestypdséserr r eur s

les mesures.

On remarque guobaprion sine Dalsse lde ld demsité algalé pour les
concentrations les plus élevées en Tm de 1500 nM a 3000 nM. Cela peut-étre di a une
formatond e s aggl o m®r, aetqai entpéchel laglecters des algues (empéche le
passage des particules dont leur diamétre dépasse celui du compteur a particule). Une

observation microscopique pourrait étre utile pour confirmer cette possibilité.

Aprés 24 et48h d 6 e x pauaumetdésa@ancentrations testées ne donne une densité

cellulaire différente significativement des témoins sauf pour la concentration 3000 nM (p

<005.Apr s 72 h dobéexposition | a diff®rence est

2000, 3000, 500 et 100 nM av ec un ef fet dohorm se
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concentrations. Aprés 96 h de traitement, toutes les concentrations testées sont
di ff®rentes
concentration de 100 nM. A 120 h, on observe une différence entre la population algale
H ldioeneske est observé

de toutes les concentrations testées avec les témoi

pour 100 nM avec une stimulation significative de croissance de 15,5 % par rapport au
nhibi

t ®moi n

sans

Tm.

LOi

les concentrations variant de 500 a 3000 nM.

Les Tableaux 3.5 et 3.6 présentent les valeurs de p-value obtenues a partir du test

ANOVA a 72 et 120 h respectivement. Les taux de croissance ont été calculés pour

chaque

la croissance cellulaire des témoins et celles des traitements montre une différence

significative sauf pour les résultats de traitements & 500 nM. Les résultats sont montrés

dans le tableau 3.7.

Tableau 3-5: One-way ANOVA test : p -value entre les densités cellulaires & 72 h.

Tableau 3-6: One-way ANOVA test : p -value entre les densités cellulaires & 120 h.

concentrat.i

on

ns.

entre

signi fi c a tdliormése astt toujduts oliteRuUMé une .

on de

t O

p p <0,050
Témoin vs. 3000 nM <0,001 Oui
Témoin vs. 2000 nM <0,001 Oui
Témoin vs. 100 nM 0,005 Oui
Témoin vs. 500 nM 0,01 Oui
Témoin vs. 1200 nM 0,076 Non
Témoin vs. 800 nM 0,592 Non
Témoin vs. 1000 nM 1 Non
Témoin vs. 1500 nM 1 Non

p p <0,050
Témoin vs. 3000 nM <0,001 Oui
Témoin vs. 2000 nM <0,001 Oui
Témoin vs. 1500 nM <0,001 Oui
Témoin vs. 1000 nM <0,001 Oui
Témoin vs. 800 nM <0,001 Oui
Témoin vs. 100 nM <0,001 Oui
Témoin vs. 500 nM 0,042 Oui
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Tableau 3-7: One-way ANOVA test : p -value entre les taux de division cellulaire de C. fusca apres 120
h d 6 e Xop ausTin.t
u@Gh p < 0,050

0,03+0,02 <0,001
0,18 0,008 <0,001
0,26 £ 0,01 <0,001
0,25+0,01 <0,001
0,28 £ 0,016 <0,001
0,29 +£ 0,025 <0,001
0,47 £0,01 <0,001
0,37+ 0,006 0,136

b.

Témoin vs.
Témoin vs.
Témoin vs.
Témoin vs.
Témoin vs.
Témoin vs.
Témoin vs.
Témoin vs.

3000 nM
2000 nM
1500 nM
1 200 nM
1000 nM
800 nM
100 nM
500 nM

Courbe dose réponse

La Figure 3.19 illustre la variation de la densité relative de C. fusca en fonction de la

concentration moyenne en Tm mesurée au cours du temps dans la solution (illustration

a) et

Densité relative

en

foncti on

de |

6ion libre (illustration

1.2 4

1,0 1

0,8 4

0,6 4

0,4

0,2 4

0,0

100

1000

[TM mesurél (M)
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1,2 - o

1,0 -~

Densité relative
L J

0,2 -

0,0 T T T T T T
0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000 10000

[Tm™] (nM)
(b)

Figure 3-19 : Densité relative de C. fusca en fonction des concentrations de thulium mesurées (a) et
en fonction de | 6ion Iibre en Tm (b) apr-r

La CE50 exprimée en concentration mesurée totale du Tm est de 888 nM avec un
intervalle de confiance a 95 % de [802 i1 983] nM. Cette valeur est de 435 nM avec un

ICos0 de [375 T 503] nM exprimé en ion de Tm?3* libre.

3.2.2.4 Accumulation : Thulium internalisé

La CE50 exprimé en Tm internalisé est déterminée apres avoir dressé la courbe dose-
réponse. Sa valeur est de 187 amol/cell avec un intervalle de confiance de [156 T 225]

amol/cell (F = 179, p-value < a).
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1,2 ®

Densité relative

1 10 100 1000

[Tm intracellulaire] (amol/cell)

Figure 3-20: La densité relative de C. fusca en fonction de la concentration intracellulaire du thulium
apr s 120 h dbdéexposition

Les Figures 3.21 et 3.22 présentent les concentrations en Tm internalisé en fonction des
concentrations moyennes mesurées et en fonction des concentrations en Tm3* libre
présent dans le milieu, respectivement. On constate que la concentration intracellulaire

du Tmaugmenteavecl6 augment ati on de | & concentrat
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Figure 3-21: Tm internalisé chez C. fusca en fonction de la moyenne des concentrations enTm
mesurée au cours du temps
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Figure 3-22 : Tm internalisé chez C. fusca en fonction des concentrations en ions libres.
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323 Exposition © | O0yttrium
3.2.3.1 Suivi des concentrations

La toxicit® de | 8wk ¢ a ICgfupen.d e sRivi @e laRcongemtratde de

ce métal a été effectué sur une période de 120 h. La Figure 3.23 présente la variation de

|l 6Y en soluti2dbh. e®hrebgdr e¢ une baisse de |l a co
pr®sence des algues. On note quodédune diminution
fai bles avec des pour cent pedecde: 79,6® 48244t26,20 r epr ®s e
15 et 14 % respectivement pour les concentrations : 10, 20, 50, 100, 200, 350, 600 et

800 nM.

24 h

900 120 h
750 I

600
450 g

300

[Y] mesurée (nM)

150 =

10 20 50 100 200 350 600 800

Figure 3-23: Concentration de | §ttrium en présence d @lgues apres 24 et 96 heures d @xposition a
une gamme entre 20 et 800 nM.

3232 Ldébadsorption

Les concentrations en Y adsorbé a la paroi cellulaire de C. fusca sont dressées en

fonction des concentrations en ions |lonbres de
linéaire de ces points est aussi dressée. Le résultat est représenté dans la Figure 3.24.

Cette figure montre que la majorité des points sont proches de la droite linéaire et que le

coefficient de détermination r? est égale a 0,7. Cela signifie que 70 % de la variance des

concentrations du métal adsorbé est prédite a partir des concentrations Y3. La

corr ®l ati on e-a-dire Ipregeei la ¢oncentratod ers Xt présent en solution

augmente dobébune unit ®, |l a concentfacedrdeOi/ xde | 6Y a

10°® unités.

Lé®quation de: r ®gdbd erdnsiicoipd & &t
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Les prémisses de cette approche ont été vérifiées via le logiciel SPSS : les résidus
standardi s®s ne d®pa82%kindt, 2@ds Icéilmt esrivganlilfei e[ | 0
points atypiques. Le coefficient «d» donné par le test Durbin-Waston est égale a 1,05
donc | 6ind®pendance des termes dbéberreurs est v®
des valeurs prédites ne donne aucune forme définie (Figure 3.25). Ceci vérifie que pour
toutes les valeurs du prédicteur (concentration en ions libres), la variance des erreurs

des mesures est homogéne. E n r e g ar dysen statistigbea onaconclut que la

concentration en Y** librepr ®s ent dans | e milieu doexposition
significativement | & %7,52alecp « ®OBS5. - |l a cellul e, F
1,0
P ~7
Regression ’ //
05 IC95% T
= — — Intervalle prédit
0]
0
© 0,0 -
E
Y
£ S
]
(2]
©
©
2. -1,0 4
D
]
-
-1,5
-2,0
-3 -2 -1 0 1 2 3

Log([Y*']) (molicell)

Figure 3-24 : Yttrium adsorbé au niveau de la surface plasmique de C. fusca apres 120 h d G&xposition
en fonction de la concentrationen Y  3*libre « hs S h
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Nuage de points

Variable dépendante : Log_Y_adsorbé

Régression Résiduel standardisé

® @
(o]
[ ]
-1
L]
L]
-2
15 1,0 05 00 05 10 15
Régression Valeur prédite standardisée
Figure 3-25: Tracé des résidus (erreurs) en fonction des valeurs prédites . vérification de
| homosc®dasticit®.
3.2.3.3 Toxicité : Effet de I 6yttrium sur | a croissan

a. Courbe de cro issance

Les courbes de croissance obtenues sont présentées a la Figure 3.26. Chaque point
correspond & la moyenne de la croissance des échantillons de méme concentration de
l 6yttrium et l es barres doO-gpes @cucessmestires: Aue s pondent
cours de cette expérience, nous avons rencontré un probléme technique au niveau du
compteur a particules ce qui nous a forcé a se contenter de deux lectures pour quelques

échantillons de chaque triplicata.
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Figure 3-26 : Profils de croissance cellulaire de
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pour les échantillons de 350, 600 et 800 nM. Il est observé que pour les échantillons de

50 nM la densité cellulaire est supérieure a celle des témoins quoique non-significatif.
®t ait
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Tableau 3-8: One-way ANOVA test : p -value entre les densités cellulaires a 120 h.

p p < 0,050
Témoin vs. 600 nM < 0,001 Oui
Témoin vs. 800 nM 0,005 Oui
Témoin vs. 350 nM 0,004 Oui
Témoinvs. 50 nM 1 Non
Témoinvs. 200 nM 1 Non
Témoinvs. 100 nM 1 Non
Témoinvs. 10 nM 1 Non
Témoin vs. 20 nM 1 Non

Le Tableau 3.9 présente les valeurs des taux de croissance de chaque traitement

cellulaire et les p-value entre chaque couple (traitements I Témains).

Tableau 3-9: One-way ANOVA test : p -value entre les taux de division cellulaire de C. fusca aprés 120
h déexposition ~ [ 06Y.
() p P < 0,050
Témoin vs. 800 nM 0,02+0,016 <0,001 Oui
Témoin vs. 600 nM 0,25+ 0,008 0,016 Ovui
Témoin vs. 350 nM 0,027 £ 0,07 0,047 Oui
Témoinvs. 200nM 0,36 £0,022 1 Non

Témoinvs. 100nM 0,036 +0,03 1 Non
Témoin vs. 50 nM 0,44+0,04 1 Non
Témoinvs. 10nM 0,037 +0,012 1 Non
Témoinvs. 20 nM  0,035+0,021 1 Non

Les pour c emhbitiangde la cralséaince cellulaire sont les suivants : 8,3, 13, 19,
46, 47 et 55 % pour les concentrations respectives en Y de 10, 100, 200, 350, 600 et
800 nM par rapport au témoin aprés 120 h.

b. Courbe dose -réponse

La concentration efficace moyenne 50 % ( CE50) de | 6Y par rapport al
de chaque traitement a été calculée a partir de la densité cellulaire moyenne du groupe
témoin. La régression non linéaire est représentée a la Figure 3.27 ((a) en fonction des

concentrations mesurées, (b)enf oncti on de 3*).6i on | ibre en Y
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La valeur de CE50 exprimé en concentration totale du métal mesurée est de 508 nM
avec un ICgsy de [323 1 799] (F = 37,9 ; (p-value < a)). Ce paramétre est de 206 [50 i
839] nM exprimé enion| i b r3(F«d38,2; (p-value < a)).
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Figure 3-27 : Densité relative en fonction des concentrations de | Ottrium mesurées (a) et  en fonction
de | 6i on %I(ibhr epan sY 120 h dbéexposition.
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3.2.34 Accumulation : Yttrium internalisé

La Figure 3.28 présente la régression de la densité cellulaire en fonction de la
concentration i ntr ac e bkilésulas obterus mantremt GUE pluadas ur e . L
concentration intracellulaire en Y augmente, plus les cellules sont affectées. Les points
qui d®passent l e 1 confirment | 6ef fet déohor m s

concentrations de métal.

La valeur de la CE50 exprimée en Y internalisé est de 173 amol/cellule avec un
intervalle de confiance (ICgs0) de [1141 262].

1,6

1,4 ®

H

1,2 1
1,0
0,8

0,6

H

Densité relative

04 -

0,2 A

0,0 T T
10 100

[Y intracellulaire] (amol/cell)

Figure 3-28: Les densités relatives de C. fusca en fonction de la concentration intracellulaire de
|l 6yttrium apr s 120 h dbdébexposition.

Les concentrations en Y internalisé sont présentées en fonction des concentrations

calculées en métal libre. Les résultats sont présentés dans la Figure 3.29.
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Figure 3-29 :Y internalisé chez C. fusca en fonction de la concentration en ions libres de | ors*,

3.3 Exposition de C. reinhardtii

La méme démarche expérimentale établie avec C.fusca a été suivie sur une deuxiéme

algue : Chlamydomonas reinhardtii. Cela nousapermi s do6éi nvestiguer

toxicité des TR et de comparer entre la réponse biologique entre les deux espéces

algales.

3.3.1 Exposition au néodyme

Une expérience en présence de différentes concentrations de Nd dans le milieu MHSM-
2 a pH 5,0 a été effectuée pour tester la toxicité de ce métal sur C. reinhardtii. La
gamme de concentration est la suivante : 10, 50, 150, 600, 1800, 3000 et 5000 nM.
Chaque concentration a été testée a trois reprises. La densité cellulaire cible au

lancement des expositions était de 38 000 cellules-mL™.
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3.3.1.1 Suivi des concentrations

La Figure 3.30 présente la variation du Nd en solutonapr s 5 jour.©ndobdexposi

observe une baisse de la concentration du Nd en présence des algues.

mt0 mtS

5000

4000

3000

2000

1000 Il
. e - B&

150nM 600 nM 1800 nM 3000nM 5000 nM

Concentration (nM)

Figure 3-30 : Concentrationdunéodyme en pr ®s e

3312 Lbéadsanr pt i

Le Nd adsorbé a été quantifié : la Figure 3.31 montre un nuage de points de celui-ci en
fonction des logarithmiques des concentrations en Nd** libre en solution. La droite

linéaire représente la régression construite avec| 6 ai d e dPlet. L&si cgnditions de

nce dbdal gues apr s150,20
600, 1800, 3000 et5000 NMdeNd ( n=3) (barres dobderr eutypes)repr ®sent e

heur

validité de cette analyse ont été vérifiées : |l es r®sidus standardi s®s

de-1, 41 et déoun maeismuvnal ceaur 3, 2. d®p as3eint

3,29] donc on néglige la présence des points « aberrants ». Le test de Durbin-Waston
donne un facteur d de 1,63, c-a-dirs les résidus sont indépendants. Le nuage des
points des résidus standardisés en fonction des valeurs prédites standardisées (Figure
3.32) ne suit aucune f or me d ®f i n oseédastict® st
vérifiée : la variance des erreurs des mesures est homogéne pour toutes les valeurs de
la variable indépendante (Nd®*). Le facteur de Fisher est égal a 94 avec un p-value <
0,005. Le modeéle est statistiqguement significatif, avec un coefficient de détermination r?=

0, 8 4 ;-a-diré &1 8otdes valeurs prédites par notre modéle.
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Log( [Nd_adsorbé] ) (amol/cell)

Régression
IC95%
Intervalle prédit 95%

Log( [Nd*"]) (M)

Figure 3-31: Néodyme adsorbé au niveau de la membrane cellulaire
la concentr ation en Nd 2* libre.

Régression Résiduel standardisé

Nuage de points

Variable dépendante : Log_Nd_adsorbé

de C. reinhardtii en fonction de

-1 a

Régression Valeur prédite standardisée

Figure 3-32 : Nd adsorbé chez C. reinhardtii : vérification de | domoscédasticité
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3.3.1.3 Toxicité : Effet du néodyme sur la croissance  de C. reinhardtii
a. Courbe de croissance

Les courbes de croissance obtenues sont présentées a la Figure 3.33. Chaque point
correspond a la moyenne des croissances des échantillons exposés a la méme
concentration de n®odyme et |l es Dbartypessle dderreur

Ces mesures.

1000000 —e— Témoin
- —0— 10 nM
§ ——150 nM
[0}
L —e—150 nM
(]
© —e— 600 nM
D 100000
b —e—1800 nM
% 3000 nM
) —e—5000 nM

10000

0 24 48 72 96 120 144
Temps (heures)

Figure 3-33: Profils de croissance cellulaire de C. reinhardtii en présence de différentes
concentrations de Nd au cours du temps. -Les barres
type sur les mesures.

Apr s 24 h, on r amneadfffrenee signifiéativé entye lea densités

cellulaires des échantillons a 1800, 3000 et 5000 nM et celles du témoin. Apres 48, 72 et

96 h doexposition, |l es ®chantillons dont | es de

600 et 5000 nM sont different es si gni fi cativement des t®moi ns.

seuls les échantillons de 1800, 3000 et 5000 nM sont différents significativement des

témoins (p < 0,05). Les résultats du test statistique a 96 h sont regroupés au Tableau

39. A9 h,lespourcent ages doéinhibition ®taient de 19,

concentrations de Nd de 600, 1800, 3000 et 5000 nM respectivement.

Aussi les taux de croissance ont été calculésapr s 5 jours dbéexposition
des tests statistiques sont montrés dans le Tableau 3.10. Il est remarqué que les
résultats des tests statistiques des taux de croissance cellulaire et ceux des densités

cellulaires sont semblables.
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Tableau 3-10: One-way ANOVA test : p -value entre les densités cellulaires de  C. reinhardtii a 96 et a

120 h.
p-value p <0,05 p-value p <0,05
(96 h) (96 h) (120 h) (120 h)
Témoin vs. 5000 nM < 0,05 . <0,05 .
Oui Oui
Témoinvs. 300 0nM < 0,05 . <0,05 .
Oui Oui
Témoin vs. 1800 nM < 0,05 . <0,05 .
Oui Oui
L. 1
Témoin vs. 600 nM 0,006 Ovi Non
. . 1
Témoin vs. 150 nM 1 Non Non
L. 1
Témoin vs. 50 nM 1 Non Non
L. 1
Témoinvs. 10 nM 1 Non Non

Tableau 3-11: One-way ANOVA test : p -value entre les taux de division cellulaire de C. reinhardtii _
apr s 120 h doexposition au Nd (O t®moin = (

p-value p <0,05

()
Témoin vs. 5000 nM 0,13+0,01 <005 Ovui
Témoinvs. 3000 nM ~ 0,25+0,01 < 90° ou
Témoinvs. 1800 nM ~ 0,33+0,02 < 90° ou
Témoin vs. 600 nM 0,48 £ 0,01 ! Non
Témoin vs. 150 nM 0,51+0,01 ! Non
Témoin vs. 50 nM 0,52 £ 0,03 ! Non
Témoin vs. 10 nM 0,53+ 0,02 ! Non

b. Courbe dose -réponse

A partir des densités cellulai r es obtenues apr s 120 h doéexposi't
déterminerlaCES0en f oncti on de Nd mEguneB& (addt(bpl€e | 6i on | i
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parametre est de valeur équivalente & 2840 nM avec un ICgsy de [1970 T 4110] nM
exprimé en fonction du néodyme total mesuré (F = 65,6 ; p-value < 0,05). La valeur de la
CES50 exprimée en ion libre est proche de celle exprimée en Nd mesuré; elle est de
2070 nM avec un ICgsy de [1360 i 3150] nM. Les pourcentages en ions libres présents
dans | a s ol tiohsom présentéedans te Jableau 3.8.
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Figure 3-34: Densité relative en fonction des concentrations du néodyme mesurées (a) et en
fonction de | &i(dn laipbre dmtioNdh doéexposi

Tableau 3-12: Exposition de C. reinhardtii au Nd : concentrations en Nd mesuré et pourcentages en
Nd3* dans le milieu MHSM -2.

Concentration en Nd  Pourcentages en ions

mesuré ( nM) libres (%)
5,8+0,6 3,06 £ 0,02
31+1,4 4,10 + 0,05
100 £ 17 8,6+15
501 + 18 485+0,9
1390+ 75 68,0 + 0,6
2590 + 210 73,6 0,5
4810 + 140 76,7+0,1
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3314 Accumulation : Néodyme internalisé

Aprés avoir quantifié les concentrations en Nd intracellulaire pour chaque traitement, la
courbe dose-réponse est dressée : densité relative en fonction du métal internalisé
aprés 120 h (Figure 3.35). A partir de cette courbe, la concentration efficace causant 50
%doéi nhi bi ermioée. Cette valeud @&t de 173 amol/cell avec un ICosy de [118 T
252] . On remadgqué déaGae concentration intracelll
(Log(90) = 1,95 dans la figure ci-dessous), la cellule contrble de moins en moins

| 6i nt er neaelfifseatt iionnh iebti tlebur sbaccentue.

141 @

1.2 +

® )
104{ =

0,8

Densité relative

0,6 1

0,4 [ ]

0,2 1

0,0 T T T T
0,1 1 10 100

[Nd inrrracellulaire] (amol/cell)
Figure 3-35: Densité relative en fonction des concentrations du néodyme intracellulaire apres 120 h.
La concentration intracellulaire en Nd a été également illustrée en fonction de la

concentration totale de Nd en solution aprées 120 h d 6 e X¥ijgwes3d.36)ieben (

fonction des concentrations calculées en ions libres de Nd** (Figure 3.37).
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Figure 3-36 : Néodyme internalisé en fonction de la concentration moyenne en Nd dans le mi lieu.
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Figure 3-37 : Néodyme internalisé en fonction de |  don libre .

3.3.2 Exposition au thulium
3.3.2.1 Suivi des concentrations

La quantité en Tm présent dans le milieu de culture a été analysée au cours du temps.

La Figure 3.38 montre la variation de la concentraton apr s 120 h dbéexposit
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pr®sence dobéal gues. La diminution devient

plus élevée dans le milieu.

2500

2000

1500

1000

500 II II
: T

100nM  250nM  500nM 900nM 1200nM 2400nM

Concentration totgle mesurée
(nM)

Figure 3-38 Concentration thulium en présence d @lgues aprés 120 heures d &xposition a
100, 250, 500, 900, 1200, 2400nMdeTm ( n=3) (|l es barres doer rypask s

3322 Lbéadsorption

La croissance de C. reinhardtii a aussi été testée en présence du Tm a différentes
concentrations. La Figure 3.39 montre les différents logarithmes des concentrations en
Tm adsorbé au niveau de la surface algale. On observe que le Tm adsorbé augmente

| or sqguéon aenpdlutios. Lalrégression linéaire est vérifiée avec SPSS : les

mo i

ns

repr ®sent

r ®si dus standardi s®s-2s8b6t etd6d® umi mia mla saiteche d e

on néglige la présence des points «aberrants». Le facteur d obtenu a partir du test de
Durbin-Waston est d e 1, 6 1a;dire deé gsidus sont indépendants. Le nuage des
points des résidus standardisés en fonction des valeurs prédites standardisées ne suit

aucune forme d®f inie, donc on peutFigdre 3.49)

Le facteur de Fisher est égal a 24,6 avec un p-value < 0,005. Le modéle est

statistiquement significatif, avec un coefficient de détermination r?= 0,67.
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Log([Tm_adsorbé])

Log([Tm*])

Figure 3-39 : Tm adsorbé au niveau de la surface biologique en fonction de la concentration en Tm 3%
libre .
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Régression Résiduel standardisé
@
3
<]

-3 -2 -1 o 1

Régression Valeur prédite standardisée

Figure 3-40 : Tm adsorbé chez C. reinhardtii : vérification de | domoscédasticité.
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3.3.2.3 Toxicité : Effet du Tm sur la croissance de C. reinhardtii

a. Courbe de croissance

La Figure 3.41 représente les courbes de croissance de C. reinhardtii en absence du Tm

et a différentes concentrations de ce métal dans le milieu de culture le MHSM-2.

~ 2000000 = Temoin
E 20 nM
= —e—100 nM
Q —e—250 nM
(]
= —e—500 nM
S 200000 o900 1M
3 —e—1200 M
\©
= —e—2400 nM
[
(]
a
20000
0 24 48 72 96 120 144
Temps (heures)

Figure 3-41: Profils de croissance cellulaire de C. reinhardti en présence de différentes

concentrations de Tm au cours du temps. -Les barres
type sur les mesures.

On observe, aprés 24 et 48 h que la différence au niveau de la croissance entre les

t ®moi ns et l es traitements rolecoissaacelulsire gni fi cat

est différente significativement entre les témoins et les échantillons ayant des
concentrations de Tm de 500, 900, 1200 et 2400 nM. A 120 h, la différence est
significative seulement pour 900, 1200 et 2400 nM (Tableau 3.13). Cette significativité

est vérifiée pour le taux de croissance. Les résultats sont présentés au Tableau 3.14.

Les pourcentages

h, sont: 5,4, 5,5, 16, 16 28, 29, et 52 % causées par les concentrations suivantes : 100,

doéi nhi bi t iroappordagx tdmains@rn2di ssance

250, 500, 900, 1200 et 2400 nM, respectivement.
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Tableau 3-13: One-way ANOVA test : p -value entre les densités cellulaires  de C. reinhardtii a 120 h
(exposée au Tm) .

p p < 0,050

Témoin vs. 2400 nM < 0,001 .

Oui
Témoin vs. 1200 nM 0,006 .

Oui
Témoin vs. 900 nM 0,007 .

Oui
Témoin v s. 500 nM 0,224

Non
Témoin vs. 250 nM 1

Non
Témoin vs. 100 nM 1

Non
Témoinvs. 20 nM 1

Non

Tableau 3-14: One-way ANOVA test : p -value entre les taux de division cellulaire de C. reinhardtii

aprés 120 h déexposition au Tm (O t®moin = 0,61

() p P < 0,050
Témoin vs. 2400 nM 0,46 + 0,03 < 0,001 Oui
Témoin vs. 1200 nM 0,54+0,03 0,016 Oui
Témoin vs. 900 nM 0,55+0,01 0,047 Oui
Témoin vs. 500 nM 0,58 + 0,006 1 Non
Témoin vs. 250 nM 0,59 £ 0,02 1 Non
Témoin vs. 100 nM 0,59 £ 0,02 1 Non
Témoinvs. 20 nM 0,63+ ND 1 Non
b. Courbe dose -réponse

Les concentrations efficaces moyennes a 50 % (CE50) de la croissance de C. reinhardtii
apr s 120 h dbéexpositi onndeTnttota®brheBurécetickla ibile®es en f

présent en solution a partir des courbes dose-réponse suivantes : Figure 3.42 (a) et (b).

Les valeurs de ce parametre sont de 1910 nM avec un ICgsy de [1450 T 2520] nM et
1320 [823 i 2110] nM exprimé en Tm total mesuré et Tm3" respectivement. Les
pourcentages en ions libres peuvent expliquer la différence entre la CE50 exprimée en

Tm mesuré et celle en Tm**. Ces pourcentages sont présentés dans le Tableau 3.15.
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Figure 3-42: Densité relative en fonction des concentrations de thulium mesurées (a) et en fonction
de | 6i on PFibpaprés 180nh dTone x posi t i on
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Tableau 3-15: Pourcenta ges en ions libres par rapport aux concentrations mesurées dans le milieu
ddexposi ti-2cenprdddn&@Me C.reinhardtii .

Concentration en Tm Pourcentages en ions
mesuré (nM) libres %

82x2 0,02+5 10*
200+ 6 0,30 +0,11
396 = 8 29,2+ 0,7

753 £ 40 48,3+1,3

991 + 28 54,2 + 0,6

1996 + 17 65,2+0,1

3.3.2.4 Accumulation : Thulium internalisé

La densité relative est dressée en fonction de la concentration internalisée en Tm. La
Figure 3.43 représente la régression non linéaire de ces valeurs. La CE50 exprimée en
Tm intracellulaire est égale a 915 amol/cell avec un intervalle de confiance de [576 i
1450] amol/cell.

12

1,0

0,8 1

06 4

Densité relative

04 1

0,2 T T T T T
0,01 01 1 10 100 1000 10000

[TM intracellulairel (amol/cell)

Figure 3-43: Densité relative de C. reinhardtii en fonction de la concentration intracellulaire du

thulium apr s 120 h do6éexposition.
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Les Figures 3.44 et 3.45 représentent les concentrations de Tm internalisé en fonction
de celles mesur®es et celles en i on |ibre respe
Figures renseignent sur la corrélation entre le métal intracellulaire et les concentrations
|l i bres dobéune part et celles totales mesur ®es d
concentration en solution est élevée plus le Tm internalisé est important. On remarque
gue pour les faibles concentrations en métal, ces pourcentages sont trés faibles. En
ef fet, |l orsqgue |l a concentration en TR est faib
thulium (Tableau 3.16). Ceci explique la différence entre les deux courbes ci-dessous si

on examine | 6axe des abscisses.

Tableau 3-16: Pourcentages en Tm 3* dans le MHSM -2

Concentrations Pourcentages en ions
nominales libre (%)

50 nM 0,44 + 0,04
100 nM 0,61 + 0,06
400 nM 17,1+ 3,9

700 nM 39,6+1,0
1000 nM 46,8 + 0,6
1500 nM 56,2+0,1
3000 nM 67,6 £0,4
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Figure 3-44 : Tm internalisé chez C. reinhardtii en fonction de la moyenne des concentrations en Tm
mesurée au cours du temps.
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Figure 3-45: Tm internalisé chez C. reinhardtii en fonction de la moyenne des concentrations en ion
libre de Tm 3* au cours du temps.

333 Exposition 7 | o6yttrium
3.3.3.1 Suivi des concentrations

La croissance de C. reinhardtii est testée aussi en présence de | 6Y ° di ff®rer

concentrations allant de 20 a 800 nM. Les histogrammes dans la Figure 3.46 montre la
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variation des concentrations qui subi ssent une

jours).
Z 800 moh
w 700 120 h
[}
‘@ 600
?
2500 B
«» 400
c
.2 300 T
o
£ 200 _
S 100
5 T b
O 0 — N
20 nM 100 nM 200 nM 400 nM 600 nM 800 nM
Figure 3-46 : Suivie des concentrations en Y au cours du temps en présence de C. reinhardtii .
3332 Ldédadsorption
L6Y adsorb® " | a surface cellulaire de cette es|
dressées en fonction de <celles totales mesur ®es p
comme le montre la Figure 3.47. Léanalyse de | a r®gression 1|in

recourant au logiciel SPSS. Les conditions de cette technique ont été vérifices : les

résidus st andar di s®s sont -1d,64un3 neitni dn@wmn dmaxi mum de
valeurs ne d®passe3Rdi paz9]l.0i@mnecovatlat [| 6absenc
atypiques. Le facteur d donné par le test Durbin-Waston est de 2,38, ceci signifie que les

erreurs sont indépendantes. La valeur de F est de 15,19 avec p < 0,005. Le modéle est

statistiquement significatif avec un r?> égal a 0,83.
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Figure 3-47 : Yttrium adsorbé au niveau de la surface cellulaire de C. reinhardtii aprés 120 h
d 6 e x p o ®rn fonctionrde la concentrationenY 3+ libre .

3.3.3.3 Toxicité : Effet sur la croissance cellulaire  de C. reinhardtii
a. Courbe de croissance

Les courbes de croissance obtenues sont présentées a la Figure 3.48. Chaque point
correspond a la moyenne des croissances des échantillons exposés a la méme
concentraton d 6yt teti umes barres dbéerreur$pecdercesesponden

mesures.
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Figure 3-48 : Profils de croissance cellulaire de  C. reinhardtii en présence de différentes
concentrations de | 86Y au cours du temps- Les barre
type sur les mesures.

Pour <cette exmpaosan tsieom,b al gpefsf eRit ® observ® contrai
réalisée sur C. fusca. Apr s 24 h dbexposition, toutes | es
témoin. Le test statistique a montré que la différence est significative entre le témoin et
toutes les autres concentrations testées sauf pour la concentration la plus faible : 20 nM.
A 48 h la différence entre les témoins et tous les traitements est significative avec un p <
0,05. Pour les périodes de traitement de 72 a 120 h, il y a une différence significative

entre les échantillons des témains et les traitements sauf pour ceux exposés a 20 nM.

Le Tableau 3.17 montre les valeurs de p-val ue ~ 120 .He ™ilex318si ti on
indique les résultats du test statistique pour évaluer la significativité de la différence

entre les taux de croissance cellulaire de différents traitements et ceux des témoins.
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Tableau 3-17: Valeurs des p -value entre les densités cellulaires  de C. reinhardtii a 120 h (exposée a
I 6.Y)

p p <0,050
Témoin vs. 800 nM  <0,001 oui

Témoin vs. 600 nM  <0,001

Oui
Témoin vs. 400 nM  <0,001 Oui
Témoin vs. 200 nM  <0,001 Oui
Témoin vs. 100 nM  <0,001 Oui
Témoin vs. 20 nM 1 Non

Tableau 3-18: One-way ANOVA test : p -value entre les taux de division cellulaire de C. reinhardtii
apr s 120 h dodmxep0s066+0mod). =~ | 06Y
e p-value P < 0,050
Témoin vs. 800 nM 0,14+0,01 <0,001 Oui
Témoin vs. 600 nM 0,20 +0,03 <0,001 Oui
Témoin vs. 400 nM 0,37+0,02 <0,001 Oui
Témoin vs. 200 nM 0,43+0,02 <0,001 Oui
Témoin vs. 100 nM 0,53+0,01 <0,001 Oui
Témoin vs. 20 nM 0,65+0,02 1 Non

b. Courbe dose -réponse

Les courbes 3.49 (a) et (b) représentent la régression non linéaire des densités relatives
algales en fonction des concentrations en Y total mesuré et des concentrations en ions

libres Y3*. Le Tableau 3.19 représente les valeurs des concentrations en Y3* causant les

pourcentages doéinhibition de c¢croissance de 5, 1
«TRAP>»,

La CE50 exprimé en Y mesuré est de 50 [29 T 86] nM, celle expriméenf onct iionn de | 6
libre est de 9,97 102[1,85 1027 0,51] nM. 1 est not® que | d6yttrium

toxique parmi les TR étudiées dans notre projet (voir section 3.4 Etude comparative
entre |l es deux esp ces algales). ddyptexioitdant , | es
de cet élément sur C. reinhardtii apparait en rouge dans le logiciel utilisé. Ceci signifie

que le logiciel arrive a estimer les parametres de la toxicité mais nos données ne sont
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pas adéquates pour une estimation fiable. En examinant nos don n ®e s~ o I T N O
remarque que pour des concentrations aux alentours de 0,07 a 0,1 nM en Y¥, les
pourcentages doéinhibition de | a croissance ®t ai ¢

autour de ces valeurs.
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Figure 3-49 : Densité relative en fonction des concentrations de | d/ttrium mesurées (a) et en fonction

de | 6i on 3I(k) dpreel2@md de x posi ti on
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Tableau 3-19: Valeurs de s concentrations efficaces causant différents pourcentages d dnhibition
exprimée en Y mesuré et en ion libre Y3+ chez  C. reinhardtii .

Pourcentage Exprimé en [Y] mesuré Exprimé en [Y 3]
(M)

doeff e (nM)

7,64 [4,74 i 12,30] 2,08 102 [0,57 1072

CE5
i 0,14 107 ]

CE10 12,9[8,851 18,81] 0,72 102[0,21 102j
0,24 107

CE20 22,817,347 29,97] 0,2 10 [0,87 102i
0,46 107

CE50 60,32 [52,25 i 70] 0,114 [0,73 107

0,18]

3.3.34 Accumulation : Yttrium internalisé

La densité relative de C. reinhardtiiestr e pr ®s ent ®e en foncti an

la Figure 3.50. La CE50 exprimée en Y intracellulaire est de 26 avec un ICgsy de [17,3i

38,62] amol/cell.
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Figure 3-50: Densités relative par rapport & la culture témoin de C. reinhardtii en fonction de la
concentration intracellulaire de | 6yttrium apr

Les Figures 3.51 et 3.52 représentent le métal internalisé en fonction des concentrations

en Y mesuré total et en fonction des concentrations calculées en ions libres,

respectivement.
10000
1000 . *
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3 100 5 i
o
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&
o 10 HEH
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0,1 T
10 100 1000
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Figure 3-51 Yttrium internalisé chez C. reinhardtii en fonction de la moyenne des concentrations en
Y mesurée au cours du temps.
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Figure 3-52: Yttrium internalisé chez C. reinhardt ii en fonction de la moyenne des concentrations en
Y libre au cours du temps.

3.4 Etude comparative entre les deux espéces algales

On sait que la compétition sur les sites des transporteurs membranaires peut influencer

| 6absorption des Inbuathrsiomepnttisonaidnessi ng@ateaux t oxi que
sur la croissance cellulaire. Un changement du milieu de culture (composition plus riche

en nutri ments) ou des pldpan @xernplep pest altérérecetiposi t i on

compétition donc faire v a r iirgernalidation du métal étudié soit dans le sens de

| 6i nhibition ou dans | e sens de | dexacerbation.
conditions de travail ®t ai ent similaires pour |
esp ces doaddiures ;| edesdnditions des cultures al

température, pH, luminosité, milieu de culture et agitation.

Les Tableaux 3.20 et 3.21 résument les valeurs des CE50 des trois TR pour chaque
espéce étudiée C. fusca et C. reinhardtii respectiv e me nt . L6bordre de toxici
toxique vers le plus toxique est le suivant: Nd < Tm < Y : on remarque que pour les
deux espéces le Nd est le moins toxique parmi les trois TR étudiés vu que la CE50
exprimée en ions libres est plus élevée que celles des autres métaux. En examinant la
CE50 exprimée en Nd intracellulaire, on déduit que C. fusca et C. reinhardtii semblent

avoir la méme résistance envers le Nd internalisé vu que les CE50 exprimé en Nd

103



intracellulaire sont presque égales. Pour le thulium, C.fuscas 6 est montr ®e

que C. reinhardtipui sque |l a concentration intracell ul
presque cing fois plus faible que celle pour C. reinhardti. Fi nal ement | 6yttri um

toxique parmi les TR testés. Dans le cas de ce métal, C. reinhardtii est plus sensible que

p |

us

ai

S

[

r

e

C.fuscavu que | a CE50 de | 6@.fuscaestbeaucoupplusalevéd | ul ai r e

gue celle chez C. reinhardtii. Toutefois, il faut étre prudent pour les dernieres données
(I 6yt t ra. reimhardtih v zes données traitées ne se montrent pas aussi robustes

pour avoir des résultats fiables.

La différence de la résistance aux TR chez ces deux algues peut possiblement étre
expliquée par la différence de leurs mécanismes de défense ou de détoxification. Afin de
maintenir une concentration optimale de micronutriments et de se protéger contre les
métaux toxiques, les algues synthétisent des biomolécules contenant des groupements
fonctionnels ayant une grande affinité aux métaux. Parmi ces biomolécules, on cite les
phytochélatines qui sont des polypeptides riches en cystéine dont la structure générale
e s t -glutcgs)n-Gly ou n varie de 2 a 11. Une étude sur la toxicité du Cd mené par
(Lavoie et al., 2009) a montré que C. reinhardtii était plus résistante au Cd que
Pseudokirchneriella subcapitata. Dans cette recherche, les algues ont synthétisé
beaucoup de phytochélatines, celles exprimées chez C. reinhardtii se caractérisent par
une chaine peptidique plus longue. Aussi, un composé inconnu contenant un
groupement thiol a été produit chez les deux algues mais avec une concentration
beaucoup plus importante chez C. reinhardtii que chez P. subcapitata. Ainsi, la
différence de la sensibilité entre les espéces algales que nous avons étudiées peut étre
expigu®e entre autres par l a diff®rence

sbapplique sur | e Cd qui e s Une autre éRite@narea gar
Kim Racine (Racine, 2016) a examiné la gestion intracellulaire des éléments du groupe
platine et des TR chez C. reinhardtii. Cette étude a montré que les TR sont logées
majoritairement dans les organites (mitochondrie, chloroplaste, noyau) et dans les
granules (renfermant une grande teneur de polyphosphate ou en azote/soufre). Racine
a montré que les TR se concentrent dans la fraction organites et granules avec un
pourcentage de 75 % que ce soit pour des expériences a court terme (1 heure) ou a
long terme (14 heures). Au sein de la méme équipe du Pr. Fortin, Anne Crémazy
(Crémazy, 2014)a ®t udi ® dans sa th se |l a distri

scandium accumulés chez C. reinhardtii. Crémazy a trouvé une prépondérance dans la
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répartition des deux métaux selon | 6 o rdétnoigsant suivant : organites > granules >

HSP et HDP.Cesd eux m®t aux sont de groupe A ¢dure tout
de notre projet. I'l's ont comme donneurs do®l ect
groupements phosphates, carboxylates, sulfates, qui sont négativement chargés. La

distribution de ces métaux dépend certainement de leur spéciation chimique et de leurs
affinit®s aux |l igands disponibles dans |l e syst

formeront fréiquemment des complexes solubles avec les groupements phosphates. Ces

o
>

derniers se trouvent dans |l es terminaux de |
(adénosine triphosphate) (Martin, 1992). Ceci pourrait expliquer la concentration
importante des métaux trivalents dans la fraction or gani t e s . L6OATP se prod
mitochondrie au cours de respiration cellulaire, également dans les chloroplastes au

cours de la photosynthése. Une étude de fractionnement subcellulaire aurait pu
confrmercette hypoth se pour notre cas (1l e Nd, | e
différents mécanismes de défense mi s en branl e par l es cell ul
sont contaminées avec les TR, peuvent étre la cause de la différence entre les réponses

des deux espéces.

Tableau 3-20: Comparaison entre les CE50 de chaque métal chez C. fusca (avec les IC95%).

Métal (M) Néodyme Thulium Yttrium
Paramétre CE50

[M] total mesuré(nM) 2159 [1254 3689 888 [802¢ 983nM] 508 [323; 799]
[M34 (nM) 1181 [624¢ 2234] 435 [375503] 206 [50839]

[M] intracellulaire

176[134¢ 23 187[156¢ 22 173[114¢ 262
(amolicell) [134¢ 233 [156¢ 229 [114¢ 262]

Tableau 3-21: Comparaison entre les CE50 de chaque métal chez  C. reinhardtii.

Métal (M) Néodyme Thulium Yttrium

Parameétre CE50

[M] total mesuré(nM)  2840[1070¢ 4110] 19101450 ¢ 2510] 60,3[52,3 ¢ 70,0]
20 0,114

[M3] (nM) 2070[1360¢ 3150 1320[823¢ 2110]

[0,735 100,179

[M] intracellulaire

173[118¢ 25 915[576-1450 25,8[17,3¢ 38,
(amol) [118¢ 252 [ ] [173¢38,4
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La Figure 3.53 représente les concentrations de chaque métal internalisé chez chaque

espéce. On remarque C. fusca internalise plus facilement les TR étudiées que C.

reinhardtii (les pentes de ces représentations sont plus importantes chez C. fusca que

chez C. reinhardtii). Au-d e | ~ ddune concentration B®noni ons | ih
observe une superposition des points pour les deux especes. Ce c i sbexplique par
de mortalité des cellules a des concentrations élevées en métal. Pour C. fusca, les

nuages des points des trois m®taux internalis®s
les valeurs CE50 de chaque métal exprimé en concentration intracellulaire sont

similaires pour cette algue.

On a c al culiferndligagon maximaux dd @hagque métal chez chacune des
especesapr s 120 h. Ldsovaleurs des flux soatmrdonnées dans la Figure
3.54. Chez C. fusca, la valeur la plus élevée de Jmnax est obtenue pour le néodyme

(o p ™ mol.um2Zmin?) suivie de celle de thulium avectip ™ p ™ et en dernier

i eu | 6ytditrxi @m neobpen€mint. Dans le cas de la 2™ espéce, C.

reinhardtii, | 6ordr e s us men:lésovaleu® deelnak correspundentsa®

xXwg pmm , thikx pm etuvlgp pt molpmZmint pour | 6Y, le Tm et
respectivement. Les co(D.s‘uscalsmtebsﬁ@ﬁap‘rﬁi-ni,t®s pour
0 hs pm - et Opg P M- . Pour C. reinhardti, ces constantes

déterminées par la méthode de Michaelis-Menten sont les suivantes: 0 j g
pm - .0 fg pT - Of 8 p - . On remarque que pour chaque

esp ce, |l es constantes doafsfaiunfi tp® udre sl em®&taasu xd es ol r

Dans un travail de Wilkinson sur C. reinhardtii, le flux maximal du Sm était de cfv
pmm molumZmintet | a constangge daaffuand®l 6esp ce ®t
exposée a court terme (60 min) au Sm seul. Dans la méme étude, la compétition entre

l e Sm et déautres | anthanides (L duxdeBm eret Ce) m

présence de ces compétiteurs avec les constantes de stabilité respectives suivantes :

0O hg pmM- , 0 g pm- et 0 g pTo- (Tan, Yang et
Wilkinson, 2017). Pour cette ®tude, |l es constantes doaf
guatre lanthanides. Ce s observations supposent | 6exi sten

doéi nt er mautlds arthanidesn
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Figure 3-53 : Métaux internalisés chez les deux espéces  en fonction de | don libre. Les points entourés
en bleu représentent C. reinhardtii; ceux en rouge représentent C. fusca.

| | Thulium Neoclyrlne
327 x10% | Chlorella fusca | 4,108x102 6,40x102

Yttrium

7,824 %10t { Chlamydomonas reinhardtii | 5,219%x10%2
| \ I
Yttrium 4,77x102! Néodyme
Thulium

(p-utwz.wirl jow)
uoljes||eusaul,p xn|4

Figure 3-54 : Les flux d dnternalisation maximums pour les deux espéces algales.

by

3.5 Exposition de Chlamydomonas reinhardtii a différentes
concentrations de thulium en présence de néodyme

3.5.1 Adsorption

Chlamydomonas reinhardtii a été exposée a un mélange de deux lanthanides (Tm, Nd)
dans le milieu MHSM-2; la concentration du Nd a été fixée a une valeur nominale de
1000 nM alors que la concentration du thulium augmentait de 50 & 3000 nM. Egalement,
C. reinhardtii a été exposée en présence de 1000 nM en Nd en absence de Tm. Cette

expérience a pour but de déterminer le comportement de C. reinhardtii en présence de
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deux | anthanides et doinvestiguer | o0effet de | a

autre lourd.

Lafigurecirkdessous il |l ustr e Figirea353)oau piveauaa la sutfaceT m  (

bi ologique de | 6esp ce al gallescangentrasonsiem™n e X posi t i
varient déun ®chantillon ° | 6 aaM,tle TBm adsarbés | a gam

augmente linéairement en fonction de celui mesuré. Une régression linéaire a été

dr ess®e ° | 6ai de des |l ogarithmes des donn®es.
verifi ®es ° | 6 a i:dese poidtsl se comagntrent autour & RaSli§ne droite

imaginaire représentant les moindres carrées. Les résidus standardisés se situent entre

un minimum et maximumde -2 , 1 et 2,3 respectivement, ce qui
points «aberrants». Le terme d du test DurbinWat son confirme | &6i nd®pen
ter mes ddéerreur s; i e-P tnornile (Fijure53455) vdrifee lagr aphe ¢
normalité des résiduels : on remarque que | es points sobdalig

linéaire ce qui signifie une distribution suivant une loi normale. Finalement, la Figure

3.54 représente les résidus en fonction des valeurs de la variable dépendante prédite.
Aucune forme nodappar adypothése dironhascédasticité est.done é ) ,
validée. Le facteur F est égal a 140 avec un p-value < 0,005. Le r? est égale a 0,87 avec

les données transformées en logarithmique et cette prédiction est significative.

Variable dépendante : Tm_adsorbé

Prob cum attendue

0o 02 04 06 08 10
Prob cum observée

Figure 3-55: Tracé P -P normal de régression résiduel standardisé
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Nuage de points

Variable dépendante : Tm_adsorbé
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Figure 3-56 : Tracé des résidus (erreurs) en fonction des valeu  rs prédites : vérification de

|homoscédasticité
-14,0

r’=0,88

-14,5

-15,0

-15,5 4

-16,0 -
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Log ([Tm_adsorbé)]
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Figure 3-57 : Tm adsorbé au niveau de la membrane plasmique de C. reinhardtii

en fonction de la

concentration en Tm 3 libre aprés une exposition de 120 h.
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3.5.2 Toxicité : Effet sur la croissance cellulaire
3.5.2.1 Courbe de croissance

Le Tableau 6. 10 au ni v e areprédeate lesbcancemteattors mesurées de
chaque échantillon ainsi que la valeur en ions libres correspondante calculée avec
MINEQL+ version 5.0. Les courbes suivantes dans la Figure 3.58 représentent le profil
de croissance de C. reinhardtii a différentes concentrations du thulium en présence de 1
UM de néodyme.

1000000 - —8—Témoin
1000 nM
— Nd
él 50 nM
8 100 nM
()
= —0— 400 nM
C_DU 100000
T —e— 700 nM
o
No)
5 —@— 1000 nM
c
0]
a)
10000
0 24 48 72 96 120 144
Temps (heures)

Figure 3-58 : Courbe de croissance de C. reinhardtii a différentes concentrations de Tm en présence
de 1 uM de Nd.

On observe q wgres 24 h, une Ilégére diminution cellulaire pour les hautes
concentrations en Tm (1000 et 1500 nM). Une phase exponentielle est montrée par la
courbe de croissance entre 24 et 48 h pour toutes les concentrations. La différence
entre les densités cellulaires des témoins et celles de chaque traitement est significative
apr s 120 h d dablrap 8.82ireépiéseme les leésultats du test statistique.
Les taux de croissance pour chaque traitement sont calculés a 120 h et comparés avec

ceux des témoins. Les résultats représentés dans le Tableau 2.23 montrent que la
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différence est significative sauf ceux pour le traitement & 100 nM de Tm et 1 uM de Nd

ajouté seul au milieu.

Tableau 3-22: One-way ANOVA test : p -value entre les densités cellulaires a 120 h.

p p < 0,050
Témoin vs. 3000 nM <0,001 Ovui
Témoin vs. 1500 nM <0,001 Ovui
Témoin vs. 1000 nM <0,001 Ovui
Témoin vs. 700 nM <0,001 Oui
Témoin vs. 400 nM <0,001 Oui
Témoin vs. 50 nM <0,001 Ovui
Témoin vs. 100 nM <0,001 Ovui
Témoin vs. 1000 nM Nd 0,004 Oui

Tableau 3-23: One-way ANOVA test : p -value entre les taux de croissance cellulaire de C. reinhardtii

Le

apr s 120 h ddoexposition(uamin=021+8018)e du Tm et
() p P < 0,050
Témoin vs. 3000 nM 0,18 £ 0,01 <0,001 Oui
Témoin vs. 1500 nM 0,25 +0,04 < 0,001 Oui
Témoin vs. 1000 nM 0,29 + 0,02 < 0,001 Oui
Témoinvs. 700 nM 0,42+0,005 <0,001 Oui
Témoin vs. 400 nM 0,46 + 0,03 0,006 Oui
Témoin vs. 100 nM 0,53+0,03 1 Non
Témoinvs. 50 nM 0,45+ 0,01 0,003  Oui
Témoin vs. 1000 nM 0,51 + 0,01 1
Nd Non
pourcentage dobéinhibition caus®e par <chaque

selon la formule ci-dessous. Le Tableau 3.24 représente ces résultats par moyennes de

chaque triplicata.
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Tableau 3-24 : Pourcentage d dnhibition (en moyenne des triplicata) selon les concentrations

nominales.

Concentration Inhibition (%) Propagation
nominale ddéerre?ur
50 nM 26,8 +8,6

100 nM 19,4 +45

400 nM 34,8 +8,0

700 nM 52 +12

1000 nM 68 +16

1500 nM 80 +18

3000 nM 86 + 20

1000 nM en Nd 11,2 +2,6

OO QOBQE &——2* *100 Equation 12

Ci. densité cellulaire correspondante a une carentration de thulium en solution
Control : densité cellulaire en absence de Tm et de Nd

On remarque une seule exception, pour 100 nM, g u i cause moins WMinhibitd.i

avec des pourcentages respectifs de 19,4 % et 26,8 %.
Courbe dose-réponse

La concentration efficace moyenne 50 % (CE50) de Tm a été déterminée a partir de la
densité relative calculée a partir des concentrations algales obtenues aprés 120 h en
fonction des concentrations mesurées en Tm. Le résultat est montré dans la Figure 3.59
(a). De méme, la CE50 a été déterminée en fonction du Tm libre. Le résultat est montré
a la Figure 3.57 (b).

2Le cal cul de | a pr opadanglidboann ndebxeer.r eur est d®tail |l ®
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Figure 3-59 : Densité relative en fonction de la concentration moyenne mesurée en Tm (a) et en

fonction de Tm libre (b) aprés 120h d Gxposition .

113



La valeur de CE50 est 364 nM avec un ICosy de [291i 455] nM en fonction du Tm
mesuré. Cette valeur est de 48 nM avec un ICes% [22 T 104 nMsion | 6expr i me

libre en solution.

La Figure 3.60repr ®sent e | es pourcentages doéinhibi
en Tm. La ligne horizontale en jaune représente la mortalité causée par la présence de
1000 nM de Nd seul (sans Tm) avec le méme lot de microalgues utilisé au cours de
cette expérience. La ligne verte verticale représente la valeur de CE50 en Tm seul
obtenue dans une expérience précédente. Celle en rose représente la valeur de CE50

de Tm en présence de 1 uM de Nd.

120 ® Courbe dose-réponse

1912
100 364 nM |I I —— CE50 du Tm en absence de [N
X )

)
=~
2. 80
~ ® CES50 du Tm en présence de
S 4 1000 nM de Nd
= 60
e [} inhibition causée par 1uM de
= Nd

@ o

20 @
0
0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Moyennes des concentrations totales mesurées au cours du temps en Tm (nM)

Figure 3-60: Courbe dose-réponse : inhibition causée par le thulium en présence d dane
concentration constante de 1000 nM de Nd.

On remarque quodil y a une diminution de |
1 uM de Nd. Cette valeur est de 364 nM alors que dans une autre expérience en

absence de Nd, la CE50 de Tm était de 1912 nM avec un intervalle de confiance de

[1453 i 2514] nM. On pr®sume quodi l y a un effet
m®t al (l'e Nd) vu qubéon a obtenu une ésencegi c
de Tm seul. LO6inhibition est importante

de Tm seul donc on a un effet « more than additive ».
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3.5.3 Accumulation : Métal internalisé

1,2

Densité relative

0,0 T T
1 10 100 1000

[Tm intracellulaire] (amol/cell)

Figure 3-61 : Courbe dose -réponse : densité relative en fonction de thulium internalisé par cellule.

La Figure 3.61 représente la densité cellulaire en fonction du thulium internalisé quantifié

apr s 120 h doexposi ti0®amolaveeun|Carda[@itlé3k est de

Le Tableau 3.25 résume les valeurs des CE50 :

Tableau 3-25 : Valeurs des CE 50.

Exprimée en CE50 Intervalle de confiance

Tm mesurée ( nM) 364 [291 1 455]

Tm internalisé (amol/cell) 106 [6971 163]

ion libre Tm 3* (nM) 48 [22 1 104]

La Figure 3.62 montre le métal internalisé pa r cellule apr s 5

fonction des concentrations en ions libres. La relation entre ces deux parameétres est

linéaire.
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Figure 3-62 : Thulium internalisé en fonction des concentrations en ion libre .
354 Flux doéinternalisation

Nous avons remarqué au long de nos expériences que la réponse biologique (inhibition

de croissance) est liée directement a la quantité du métal en forme libre présente dans

l' e milieu ainsi quodau |l seiguadaes t®elilnuleenal L &i®ret er
est directement associ ®e ° la |liaison du m®t al
membrane biologique (un transporteur). La modélisation des flux internalisés des

métaux chez le phytoplancton représente une méthode simple pour tester

guantitativement le BLM (Slaveykova et Wilkinson, 2005).

Nous avons choisi C. reinhardtipour d®t er miner | es flux doéintern
étudier le comportement des algues en présence de deux TR en méme temps. Nous
avons eu recours aux équations citées au niveau de la section 1.3.1.5 afin de déterminer

|l es constantes doéaffinit®s de chaque m®t al . Les
pour dresser les courbes des flux.
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3541 Fl ux doi nt er nadymesmabsercarde thdium ®

Afin de calculer les flux internalisés expérimentalement nous avons pris en compte le
taux de division P vu que nos expériences sont a long terme: U

0 Qo wa t.

Afin de déterminer la constante de stabilité de néodyme Kng, la courbe de flux
doéi nternal i s aQ. ieiohardtidest drisdée (Figurez3.63).

~ ’ﬁ\ N ~
t I B z1 g
Yo
avec® : densit® cellulaire apr s 120 h doéexpositio
@ : densité cellulaire inoculée a to.
Lo6®quation “ | aq s eduddétermimer les coastantas &\ et Unax est la
suivante :
, ' 0
v =
U
1e-21
o
¥
1e22{ &
=
=
=
E 1e-23 -
°
E
__-JS
1e-24
1e-25 . . .
0 1e-6 2e-6 3e-6 4e-6
F+
[Nd™ ] (M)

Figure 3-63 : Flux ddnternalisation de Nd chez C. reinhardtii a pH= 5,00 en absence de Tm.
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Le flux maxi mal de Nd ng etllaaconstante set demi-sasuratdkyf f | ni t ®
sont présentés dans le Tableau 3.26.

Tableau 3-26 : Valeurs de flux maximal, constante de demi  -saturation et constante de stabilité de Nd

chez C. reinhardtii .

Valeur

Jmax (Mol. pum 2.min-t) 4,8 10?2

Kd (M) 8,86 107
K na (MP) 1,13 10°
3542 Flux doéinternalisation de thulium en a
De m° me, l e flux doéinternalisation dREgudm est d ¢
364repr®sente | e flux doéint erlaaohderdraionienion de Tm e
libre présent dans le milieu. Le Tableau 3.27 résume les résultats de flux
doéinternalisation maxi mal -asasturatohnKsgqtieckbbecdbaf nt
KTm.
1e-20
+
1e-21
IC
E 1e-22
N
E
3  1e23 %
©
E
l_E_ 1e-24
= E
1e-25
1e-26 T T T T T T
0,0 2,0e-7 4,0e-7 6,0e-7 8,0e-7 1,0e-6 1,2e-6 14e-6

[Tm>*] (M)

Figure 3-64 : Flux d dnternalisation de Tm en absence de  Nd chez C. reinhardtiia pH=5,00.
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Tableau 3-27 : Valeurs de flux maximal, constante de demi saturation et constante de stabilité de Tm
en absence de néodyme.

Valeur

Jmax (Mol. um 2.min1) 3,39 10%

Ka (M) 6,05 107

Krm (M) 1,65 10°

3543 Flux doéinternalisation dnMddMd en pr ®sence

Le flux doéinternalisation est calcul ® exp®ri men:

C. reinhardtii a différentes concentrations en Tm en présence de 1 uM de Nd.

Le flux doéinternalisati onaugigrédimekan pl ®®euati dme

tient compte de la compétition.
0 a 8"Ya
p L 8"Ya U 80 1Q

Le Tableau 6 . 1 1 dans | 6annexe r ®s ume | es val eur s de s
prédits du thulium ainsi que ceux du néodyme. La Figure 3.65 représente le flux en Tm
en fonction de la concentration en ion libre Tm3*. Les constantes de Michaelis-Menten

sont présentées dans le Tableau 3.21.
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Figure 3-65: Flux d dnternalisation de Tm en présence de 1000 nM de Nd chez C.
reinhardtii .
Le Tableau 3.28r ®s ume | es r®sultats obtenus de | a cour

flux maximal du Tm en présence de Nd est de 9,3 1022 mol.um2.min?, cette valeur

était inférieure a celle obtenue en absence de Nd (3,4 102! mol.um=2.min?). La Figure
366montre |l es flux doéinternalisationMgedNd,r chaque
l 6internalisationdaesTmeexstasi nhipla®d i r 5ddune con
107, les flux sont inférieurs aux flux obtenus sans Nd. A une concentration constante de

Nd, plus | e Tm augmente dans | e milieu plus on
du TRLO. Ces observations sont cohérentesavec | 6hypoth se que | 6assirt

métaux est effectuée via un méme transporteur membranaire.
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Figure 3-66 : Flux d énternalisation de Tm en fonction des ions libres . en rouge les flux de Tm en

absence de Nd, et les points en bleu représentent les flux en présence de Nd.

Tableau 3-28 : J max, constante de demi -saturation K 4 et constante de stabilité de Tm K tm.

Valeur
Jmax (Mol. pm 2.min 1) 93 102
Ka (M) 11 107
Km (M?) 10696

La courbe 3.67 suivante représente Jin prédit par rapport a celui mesuré. On remarque
que la relation est linéaire entre les deux parametres avec un r? égal a 0,77. Ainsi,
| 6®quation ° | aquelle on a eu recourt nNnous a pe

dans | e cas ddébune comp®tition entre deux | anthar
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Figure 3-67: FI ux déinternalisation de Tm <calcul ®s en
exp®rimental ement en fonction des flux
expérimentalement chez C. reinhardti a pH 5,00. La droite 1:1 (ligne pleine) est

tracée pour comparaison.
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CHAPITRE 4 : CONCLUSION

La forte demande et production des terres rares
leur utilisation dans les industries de hautes technologies notamment dans la production

des appareils électroniques (téléphones, tablettes, t ® ®visionsé), dans
militaire (avion), dans la médecine (IRM), dans le secteur du transport (voitures

hybrides) et en agronomie (engrais chimiques). Le potentiel que posséde les provinces
canadiennes pour ces substances est ®l ev®. Le
Témiscamingue et au nord de Schefferville est un bon exemple a citer pour le Québec.

Ceciferaen sorte ddédaugment erTRUa & s cirbnhement. Emeffdt,i ons en

la contaminatonenTRde | 6®cosyst me aquatique peut °tre d
leur extraction, a leur utilisation, aux déchets électroniques et aux sols traités par les

engrais. Une fois que le milieu aquatique est contaminé, ces métaux peuvent étre

bi odi sponi bles aux producteurs primaires et s e
(brouteurs) a cause du transfert trophique. Le premier objectif dans notre projet

consistait en la détermination de la toxicité de trois TR différentes sur deux algues vertes

ai nsi do®t ablir une ®tude comparative entre ces
espéces. Dans nos expériences, les deux espéces : Chlorella fusca et Chlamydomonas

reinhardtii, ont été exposées pendant 120 h a différentes gammes de concentrations de

chacun de TR suivants : le néodyme, qui représente le groupe de TRLE, le thulium qui
repr®sente cel ui dCeci avaR ppadDr bet tde détérminhet la foxicitd. de

chaque TR a pH = 5. Le classement des TR par ordre de toxicité croissant est comme

suit : Nd < Tm < Y. Les résultats ont montré que C. fusca était plus sensible aux TR que

C. reinhardtii. Les C50 exprimées en fonction des concentrations totales mesurées chez

C. fusca étaient de 2060 [1250 i 3690] nM, 888 [802 i 983] nM et 508 [323 i 799] nM

pour | e Nd, le Tm et |1 06Y respectsenonsdbres. Les va
de Nd, de Tm et dobéY pour cett @nMae24iu2R30lsnBlnt r espe
435 [375 1 503] nM et 206 [50 7 839]. Pour C. reinhardtii, les valeurs en CE50 en

fonction des concentrations totales sont de 2840 [1070 i 4110], 1910 [1450 i 2510] nM

et 50 [29 i 86] nM pour le Nd, Tm et Y respectivement. Ces concentrations, exprimées

en ions libres, sont : 2070 [1360 7 3150] nM pour le Nd, 1320 [823 1 2110] pour le Tm et

9,97 102[1,85 1027 0,51]nMpourl 6Y
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La différence entre les CE50 exprimées en concentrations totales et celles exprimées en

métal libre (CE50wtal mesuré > CES50ions Libres) €St due a la complexationdu m®t aftétad 6i nt ®

| 6EDTA pr ®s ent darsgse larcontentationman TR estuinférieure a celle

de | 6EDTA, ce dernier compl eRAeontrarimequagdrlande part
concentration en TR est pl usde@antesat®éeetlesil@ cet ®I @

seront majoritairement sous la forme libre.

Il est a remarquer que C. fusca internalise mieux ces métaux que C. reinhardtii surtout
pour les concentrations faibles en ions libres. Cependant, les flux maximaux de TR chez
C. reinhardtii étaient plus élevés que chez C. fusca ~ | 6exceptionpotu fl ux o

lequel les deux valeurs sont similaires.

Quel que soit le métal, la CE50 exprimée en fonction du métal internalisé chez C. fusca
ne dépasse pas 190 amol/cell et les valeurs sont semblables pour les trois métaux. Pour
la 2% espéce, la CE50 du Tm internalisé est la plus élevée par rapport aux autres
m®t aux. Cette valeur sb6bexplique par | @Giemportant

tolérance relative de C. reinhardtii a cet élément.

Le deuxiemeobj ecti f consistait ~ d®terminedes|l 6i mpact
TR sur | 6i nt ernal i hlamydomonas einhardtia Dang le présdnte z
projet, il a été démontré que chez C. reinhardtii, |l a pr®sence dbébune <conce

TRLE affecte] 6i nt er d @l h e a Eneief) le flux du Tm en absence du Nd est

pl us i mportant q WAdueen consemtratiprr @msstarec en . Nd, plus la
concentration en Tm augmente plus on observe un flux plus faible de ce métal q u 6 e n
absence de Nd. La toxicité du thulium en présence de 1 uM Nd est de 364 nM Tm alors
qgudel |l e e sTmedabsedcg 8 Nd dans le milieu.

Les résultats de ce projet déterminent la toxicité des TR qui sont peu étudiées - le La et

le Ce sont fréquemment étudiés dans notre équipe- et comparent entre les réponses de

deux algues diff®rentes. 1 ®t ait utile do®tudi
se trouvent, habituellement, ensemble dans la nature. Au surplus, les résultats montrent

l 6influence de llanph@anedee | ®ger sur | 6linternal.
serait intéressant de déterminer la toxicité de ces éléments en présence de différentes

sources de mati r e organi que. Dans cette ®t ud
laboratoire étaient constantes (pH, autotrophie), il serait de méme intéressant de faire

des essais a différents valeursdepH. I | ser ait souhaitable doé®tudi er

et mi ni ers contenantL 8 @&tsu d&l ®Gnoemmptasr adtdiivnet @ment®e d
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nous laisse se poser la question : quelles sont les mécanismes de défenses envers les
TR chez chaque espéce? Des expériences sur la gestion intracellulaire de ces métaux
répondront a cette question. Il seraaussii nt ®r essant de v®rifi
sur la toxicité et la prise en charge de ces éléments.
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Tableau 6-1: Concentrations en néodyme en présence de  C. fusca (n = 3).

[Nd] nominai e 24 h 120 h
500 nM 342 + 37 180 + 33
1000 nM 744 + 38 478 + 53
3000 nM 2323 £ 169 1872 + 235
5000 nM 3986 + 214 3631 + 139

Tableau 6-2: Concentrations en thulium en présence de  C. fusca (n = 3).

[TM Jnominal e 24 h 120 h
100 nM 48 + 15 54 +£10
500 nM 420 £ 19 321+ 15
800 nM 627 £ 20 520 + 26
1000 nM 823+ 14 718 £ 37
1200 nM 951 + 80 669 * 245
1500 nM 1198 + 51 964 + 53
2000 nM 1630 £ 12 1403 + 27
3000 nM 2580 £ 52 2325 + 144

Tableau 6-3: Concentrations en yttrium en présence de  C. fusca (n = 3).

[Y nominal e 24 h 120 h
10 nM 9,97 + 0,27 2,0+0,6
20 nM 19,0+ 0,6 65+1,1
50 nM 46,0+ 0,5 24 +3
100 nM 94,0+ 1,6 53+5
200 nM 190 + 4 139 + 7
350 nM 336 +2 270 £ 11
600 nM 561 + 17 479 + 24
800 nM 751 + 18 652 + 23
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Tableau 6-4 : Données de | @&xpérience d @&xposition de C. fusca au néodyme pendant 120 h.

libre, internalisées et densités cellulaires.

concentrations en Nd: nominales, mesurées (moyenne au cours du temps), ion

n (nombre de répétition) = 3.

[Nd] nominale (n M) [Nd]mesuré moyenne [Nd3+] estimé [Nd] internalisé Densité cellulaire
(nM) (M) (mol/cell) (10°Cell/mL)
Témoin - - - 7,44 £ 1,17
10 nM 0,98+ 0,07 1,22 x 101 (2,8 £ 0,6) 8,6+1,6
2 x1018
+1,3x10
50 nM 8,2+6,0 1,11+ 0,7 (1,6 £0,2) 8,48x0,1
xlo-l?
100 nM 2,6x10'+ 7,67 4,2 (4,3+0,51) 7,00 £ 0,537
xlo-l?
+24
500 nM 2,8x10%+ 8,2 84 (8,9+1,1) 7,5+0,54
-17
+16 x10
1000 nM 6,4x10%+ 9,12 3,52x102 (1,3+0,8) 4,4 +1,22
x1016
+ 22,6
3000 nM 2,13x10%+28  1,53x10°  (1,3+0,8) 4,6 + 0,542
x10-16
+ 1412
5000 nM 3,9x10° + 56,5 2,92x10° (2,4 £0,4) 1,97 +£49
xlo—lﬁ
+ 89,3
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Tableau 6-5: Expérience avec C. fusca a 120 h : concentrations en thulium: nominales, mesurées

(moyenne au cours du temps), ion libre, internalisées et densités cellulaires.

(nombre de répétition) = 3.

[Tm] [TM]mesure [T [Tm] internalisé Densité
nominal moyenne estime (NM) (mol/cell) cellulaire
(nM) (nM) (10*Cell/mL)
Témoin - - - 319+2,2
100nM 39+6,5 4x10%+  (4,03+2,3) 36,9+2,0
9,6x10* x1018
500nM 328 % 71 (5,5 + 3,40) 28,7+ 0,9
30 +19,5 x10?7
800nM 530+ 2,07x10%> (1,02 +0,31) 20,5+0,3
29 +20,1 %1016
1000 729+  3,46x107? (1,7 £0,5) 19+13
nM 36 + 25,5 %1016
1200 808 + 4,04x10? (1,91 +£0,8) 159+0,9
nM 85 +61,9 x101e
1500 1037+ 5,71x102  (1,8+0,2) 15,3+ 1,1
nM 48 + 36,0 x101e
2000 1459+ 8,89x10% (2,94 +0,20) 10,2+ 0,5
nM 18 +135 x1016
3000 2412 + 1,63x10° (1,08 £ 0,7) 5,01+0,31
nM 101 + 89,5 x101°
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Tableau 6-6 : Expérience avec C. fusca a 120 h. Concentr ations en yttrium : nominales, mesurées
(moyenne au cours du temps), ion libre, internalisées et densités cellulaires (n=3).

. ) - [Y]internalisé Densité cellulaire
[Y] nominal (nM) [Y]mesure moyenne(M) [W ] estlme(M) (mol/ceII) (1(? CeII/mL)
Témoin - - - 2,27 + 0,30
(5,9 £ 0,8) (5,0 £ 0,7) (9,6 £ 1,6)
10 nM 1,56 + 0,17
x10 - x10 12 x1018
(1,4 £0,3) (1,3£0,3) (1,52 £ 0,29)
20 nM 25+1,2
x10 8 x10 12 x10Y
(3,5+0,1) (4,31£0,01) (1,98 %0,62)
50 nM 29+3,1
x10 8 x108 x10Y7
(7,2+0,3) (1,43+0,12) (4,58 £ 0,62)
100 nM 20+24
x10 8 x10 10 x1017
(1,36 +0,53) (1,14 £ 0,01) (7,3+1,2)
200 nM 19+1,1
x10 -7 x10 - x1017
(2,96 +0,04) (7,04 £ 0,03) (9,7 £2,1)
350 nM 1,21+ 0,19
x10 -7 x10 8 x1017
(523+0,17) (2,58+0,14) (1,22 +0,30)
600 nM 1,20 +0,04
x10 7 x10 7 x1016
(7,2+0,2) (4,22+0,17) (2,60 % 0,43)
800 nM 1,03 + 0,07
x10 7 x10 7 x1016
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Tableau 6-7 : Expérience avec C. reinhardtii a 120 h. Concentrations en néodyme
mesurées (moyenne au cours du temps)

: nominales,

, ion libre, internalisées et densités
cellulaires (n=3).

[Nd] nominal [Nd] mesuré moyenne 349 [Nd] internalisé Densité cellulaire
(M) (M) [NG™T estme (M) %1 o1icel (1CF Cell/mL)
Témoin - - - 4,74+ 0,1
1
10 nM 5,8+ 0,6 nere-d L s 4,9 0,02
50 M 30,54 + 1,4 1,3+0,07 (1;(311’02;1)
5,14 + 0,83
150nM 99,72 + 17,16 8,8+3 (82%34) 4,81 +0,21
x 1019
2,43x10? (1,4 +0,12)
600 NM 501 + 17,96 182 . 100 3,82+ 0,23
1800nM 138037470 95x102x593 (92%083) 19402
3
3000 M 2593 + 207,6 1’911"6%0 * (2’2413_3’5) 1,22 + 0,08
37x10%+  (2,94+1,44)
5000 nM  4813,3 + 139,7 23 S on 0,68 + 0,017
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Tableau 6-8: Expérience avec C. reinhardtii a 120 h : concentratio ns en thulium: nominales,
mesurées, ion libre, internalisées et densités cellulaires (n=3).

Densité
[Tm] ) (nM) [Tm]mesuré moyenne [Tn‘FJr] estimé [Tm] internalisé ceﬁglzlree
nominal (nM) (nM) (mol/cell)
(10° Cell/mL)
Témoin - - - 3,0+0,7
3
20 M 16,24+ 0,3 LeorI07E 10x10%:ND 9,54 ND
150,08 (6,60 £4,22)
100 nM 81,91 + 2,06 ( ‘ _
x10°* x10°%0 8,24 +0,9
250 nM 199,72 + 6,30 (6’3502_1'31) (3'3i§1§'7) 8,23+0,8
500 NM 396,20+7,9  1,2x102+ 5,23 (7’2115.3’1) 7,31£0,3
2
900 NM 752,8 + 39,50 %gxxll%_f (3'x7 13_9(;4) 6,3+3,3
1200 nM 991,31 + 28,2 (5’;‘;02@ (4’335_12'5) 6,21+1,1
2400 nM 1996,2 + 16,9 (1'3:183’01) (7;9110_%&6) 4,15+ 0,6
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Tableau 6-9: Expérience avec C. reinhardtii a 120 h : concentrations en yttrium : nominales,
mesurées, ion libre, internalisées et densités cellulaires (n=3).

_ ~ Densité
[Y1] nominal (NM) [Y]me(sr“]fl‘j/;;we””e [Y34] estime(NM) [(HO;/CQ;D cellulaire
(1C° Cell/mL)
Témoin - - - 9,73+0,7
20 NM 14,97 + 1,9 (1’411103'21) (5'31*03(;8) 9,23+ 0,7
832+1,2) (421+05) .
100 nM 53,5 + 4.4 e o 510+0,5
22+06) (3,9+04) 311+02
200nM 87,9+ 10,22 Y T
400nM  184,8+17,7 3,3+16 (8’1110:_31’;‘3) 212+0,23
2
600NM 3535+ 7,62 (1;_? géo ) (8'?(;’0?1'30) 0,96 + 0,10
800NM 5292 + 143 (2’62 fo?'lz) (151103’814) 0,66 + 0,03
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Cal cul de | a propagation de | 6erreur

La formule utilis®e pour calculer | eC.pourcentage
reinhardtii exposée aux deux lanthanides Tm et Nd est la suivante :

0K G QOBQE ‘,IIQ p TU Equation 12

Le témoin et la C; correspond respectivement a la moyenne de la densité cellulaire pour
l e t®moin non expos® aux m®taux et | a densit® ol
concentration donnée de métal. A chaque moyenne correspond un écart-type, par

cons®quent | e pourcentage doéinhibition aura une
Pour <calculer | a propagation dbéerreur de chaque
comme sulit :

. 0
Onpose: O b—'ou

C = inhibition causée par la concentration du métal
A=Témoini Ci=T-C;
B = moyenne de la densité cellulaire des témoins

Léerreur de A se:calcule comme sui't

Avec : Y! =erreur du terme A
Y 4 = erreur du terme Témoin
Y# = erreur du terme Ci

Par l a suite, on pe:wut cal cul er | 6erreur de C

<
<

Y# #
Avec Y # = erreur de C

Y" = erreur de la moyenne du témoin
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Somme des

Modéle carres ddl Carre moyen F 1Q.

1 Reagression 86,392 86,392 7,832 ,01Bb
de Student 132,367 12 11,031
Total 218,760 13

a. Variable dépendante : Tm_adsorbé

b. Prédicteurs ; (Constante), Tm_mesuré

Figure 6-2 : Résultat de la régression linéaire entre le Tm adsorbé et celui mesuré chez

Tableau 6-10 Expérience avec C. reinhardtii

C. reinhardtii.

a 120 h exposée au Tm et N d : concentrations en Tm,

Nd : nominales, mesurées, ion libre, internalisées et densités cellulaires (n=3).
[Tm] [Tm 3] [Nd] Densité
moyenne nM mesurée [Nd 3* ] nM cellulaire
mesurée (nM) totale (nM) (Cell/mL)
Témoin - - - - (7,5 + 0,4) x10°
1000 nM Nd i i 622 (7,00 £ 0,70)
sans Tm +26,0 x10°
(1,87 £
594 3,5 x 102 (5,5+0,24)
50 nM 42,3+0,5 0,17 '
><1O>)1 +49,1 +38 x10°
100 nM 79 (46’3822)1' 606,9 3,83x 102 (6,01 +0,001)
’ 5
2 x10-1 +47,4 + 39 x10
400 nM 291 (5,03 £ 1,6) 635,1 5,05 x 102 (49+0,4)
+26 x10! +99 +80 x10°
700 NM 540 (2,14 £0,13) 688,4 5,5 x 102 (3,6 £ 0,005)
+18,4 x102 +30,4 +32,3 x10°
704,40 (3,30 +£0,12) 4,94 x102 (2,4 +1,7)
1000 nM 116,89 %102 618 + 88,4 + 71 %105
1094 (6,14 + 0,06) 5,9 x102 (1,53+0,2)
1500 nM £7.02 10?2 735 +17,3 L 14 105
2446 (1,7 £ 0,06) 6,50 x 102 (1,02 £ 0,01)
3000 nM +82.4 811 +53 + 42 %105
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Tableau 6-11: Flux prédits et calculés expérimentalement chez

métaux :Tm et Nd (n=3).

C. reinhardtii exposée aux deux

Tm Nd
Concentration Flux mesuré  Flux prédit  Flux mesuré Flux prédit
nominale
nM mol.unT2.min mol.pnt mol.pnm mol.pnm
! 2 min?t 2 min't 2 min?t
50 nM 1 8,19x10-24 7,81x10%  1,75x102t  1,42x10?%?
50 nM 2 7,36x1024 7,81x10%  1,86x102*  1,39x10?%
50 nM 3 7,31x10-24 7,00x10%  2,12x102t  1,21x10?%?
100 nM 1 5,14x1023 1,91 %1024 2,00 x10%  1,48x1022
100 nM 2 5,57x10-23 2,06x102¢ 2,17 x102t  1,52x10?%?
100 nM 3 4,99<10% 1,69x1024  2,04x10%1  1,33x1022
400 nM 1 3,85x1022 1,28x102%2  1,84x10%1  1,52x1022
400 nM 2 3,72x1022 1,66x1022  1,77x102'  1,62x1022
400 nM 3 4,07x10% 2,12x10%  2,00x102*  1,80x10?%
700 nM 1 5,57%x1022 6,28x1022  1,49x102'  1,56x10?%?
700 nM 2 5,9%5x1022 5,90x10%2  1,56x102*  1,48x10?%
700 nM 3 5,91x10%? 6,06x1022  1,48x102'  1,48x10?%?
1000 nM 1 6,84%1022 9,12x1022  1,20x102*  112x10?%?
1000 nM 2 5,78 x10%? 850x10%2  9,80x10%?  1,33x10?%
1000 nM 3 7,23x10% 8,82x102  1,23x102*  1,36x10?%
1500 nM 1 8,39 x10% 1,28x102*  9,68x10%?  1,18x1022
1500 nM 2 7,9 x10%2 1,29x102t  8,98x102%2  1,17x1022
1500 nM 3 7,48 x10%2 1,28x102  8,37x10%? 1,21 x1022
3000 nM 1 8,65x10% 2,08x102t  4,47x10%  8,16x10%
3000 nM 2 9,25x10?%? 2,08x102t  4,36x10%?  7,71x10%
3000 nM 3 8,79x10% 2,07 x102t  4,36x10%2  7,76x10%
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